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Trend naraščanja števila rakavih obolenj je glavna gonilna sila številnih raziskovalnih 
projektov povezanih z odkrivanjem novih načinov zdravljenja raka. Glede na veliko hitrost 
replikacije rakavih celic, so se encimi iz druţine topoizomeraz, ki modulirajo topologijo 
molekule DNA in s tem omogočajo podvajanje in prepisovanje DNA, uveljavili kot logična in 
obetavna tarča za zdravljenje raka. Na podlagi ugotovitev obseţnega raziskovalnega dela 
Katedre za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani smo zasnovali 
in sintetizirali novo serijo zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze IIα z N-(2-
izopropoksifenil)-pirolamidno splošno strukturo. Predvidevali smo, da bo zamenjava kislega 
strukturnega elementa na desni strani molekule z bolj bazičnim strukturnim elementom 
izboljšala citotoksične lastnosti naših spojin, hkrati pa da bo ohranitev pirolamidnega 
strukturnega fragmenta vezanega na 2-izopropoksi substituiran benzenski skelet zagotovila 
dober zaviralni učinek na encim. 
Vse sintetizirane spojine smo ustrezno ovrednotili s spektroskopskimi in kromatografskimi 
metodami in določili njihove fizikalno-kemijske lastnosti. Zaviralne lastnosti petih končnih in 
treh predkončnih spojin na človeško DNA-topoizomerazo IIα smo ovrednotili s komercialno 
dostopnim relaksacijskim testom. Vsem petim končnim spojinam, ki so izkazovale dobro 
zaviralno aktivnost na encimu, smo preko testiranja na celičnih linijah MCF-7 in HepG2 
določili zaviralno aktivnost na proliferacijo rakavih celic. Vseh pet končnih spojin je 
izkazovalo zelo dobre zaviralne lastnosti na encimskem testu z IC50 vrednostmi v razponu med 
1,4 µM in 37 µM, kjer je bila najmočnejša spojina 22, ki je izkazovala IC50 vrednost 1,4 µM. 
Tudi citotoksično testiranje je razkrilo obetavne rezultate, saj so imele štiri od petih končnih 
spojin odlične zaviralne lastnosti na obeh celičnih linijah z vrednostmi IC50, ki se gibale med 
1,5 µM in 9,3 µM. Najmočnejši zaviralec je bila spojina 22, ki je izkazovala vrednost IC50 4,2 
µM na celično linijo MCF-7 in 1,5 µM na celično linijo HepG2. Z dobrimi rezultati 
encimskega relaksacijskega testiranja smo potrdili pomembnost pirolamidnega fragmenta 
vezanega na 2-izopropoksi substituiran benzenski skelet kot najmanjšega strukturnega motiva, 
ki omogoča dobro ATP kompetitivno inhibicijo človeške DNA-topoizomeraze IIα. Poleg tega 
so odlične inhibitorne lastnosti štirih končnih spojin (19, 20, 21 in 22) na obeh rakavih celičnih 
linijah potrdile pozitivni vpliv uvedbe bazičnega centra v obliki amidopiperidinskega 
strukturnega elementa za doseganje dobre citotoksične aktivnosti. 
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Ključne besede: rak, človeška DNA-topoizomeraza IIα, ATP kompetitivni zaviralec, N-(2-




The increasing incidence of cancer has been the driving force behind numerous research 
projects dealing with new cancer treatments. Based on the rapid replication of cancer cells, 
enzymes from the family of topoisomerases have established themselves as logical and 
promising targets for cancer treatment due to their ability to modulate DNA topology needed 
for DNA replication and transcription. Based on the extensive research work performed at the 
Department of pharmaceutical chemistry on the Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana, 
we designed and synthesised a new series of human DNA topoisomerase IIα inhibitors with N-
(2-isopropoxyphenyl)-pyrrolamide basic structure. We proposed that a replacement of the 
acidic structural part on the right-hand side of the molecule with a more basic moiety would 
improve cytotoxic properties of our compounds, while the pyrrolamide fragment bound to the 
2-isopropoxy substituted benzene backbone will preserve the inhibitory effect on the enzyme. 
All the synthesised compounds were evaluated using spectroscopic and chromatographic 
methods and their physicochemical properties were determined. The inhibitory properties of 
five final and three pre-final compounds were evaluated using an in vitro DNA topoisomerase 
IIα relaxation assay to confirm their inhibitory activities on the enzyme. Lastly, all five final 
compunds that showed adequate inhibitory activity in the enzyme relaxation test, were 
subjected to cytotoxic testing using MCF-7 and HepG2 cancer cell lines. All five final 
compounds exerted very good inhibitory properties on the enzyme test with an IC50 value 
ranging between 1,4 µM and 37 µM. The most potent was compound 22, which showed an 
IC50 of 1,4 µM. Cytotoxic testing also revealed promising results, with 4 out of the 5 final 
compounds having excellent inhibitory properties on both cell lines with an IC50 ranging from 
1,5 – 9,3 µM. The most potent compound was once again compound 22, which showed an 
IC50 of 4,2 µM and 1,5 µM on the MCF-7 and HepG2 cell lines respectively. Through the 
good results from the relaxation assay testing, we confirmed the importance of the pyrrolamide 
fragment bound to the 2-isopropoxy substituted benzene backbone as the smallest structural 
motif that allows good ATP competitive inhibition of human DNA topoisomerase IIα. 
Furthermore, the excellent inhibitory properties of four final compounds (19, 20, 21 and 22) on 
both cancer cell lines confirmed the importance of introducing a basic centre in the form of an 
amidopiperidine structural element to achieve good cytotoxic activity. 
Keywords: cancer, human DNA-topoisomerase IIα, ATP competitive inhibitor, N-(2-
isopropoxyphenyl)-pyrrolamide, cytotoxicity  
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1.1. Razširjenost raka 
 
Rak kot skupina bolezni spremlja človeštvo ţe od nekdaj, a se njegova prevalenca v 
moderni dobi znatno povečuje. Vedno večje breme rakavih obolenj lahko pripišemo 
staranju prebivalstva, ki je med drugim rezultat efektivnih metod obvladovanja infekcijskih 
bolezni ter nezdravega modernega ţivljenjskega sloga, ki vključuje številne dejavnike 
tveganja za razvoj raka (1).  
Rak predstavlja ogromno javnozdravstveno in ekonomsko breme za moderno druţbo, saj je 
drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu (2, 3). Po najnovejših razpoloţljivih podatkih o 
svetovni umrljivosti, ki so dostopni za leto 2017, je bil rak odgovoren za 9.56 milijonov od 
56 milijonov smrti  po vsem svetu, torej za kar 17 % vseh svetovnih smrti (2, 3). 













Rak pljuč 1.368.524 14,4 % Rak dojk 2.088.849 24,2 % 
Rak prostate 1.276.106 13,5 % Kolorektalni rak 823.303 9,6 % 
Kolorektalni 
rak 
1.026.215 10,9 % Rak pljuč 725.352 8,4 % 




569.847 6,6 % 
Rak jeter 596.574 6,3 % Rak ščitnice 436.344 5,1 % 
Vsi raki 9.456.418 Vsi raki 8.622.539 
 
Preglednica I: Najpogostejša rakava obolenja glede na spol v svetovnem merilu za leto 
2017 (3). 
Po ocenah Mednarodne agencije za raziskave raka (IARC) naj bi se incidenca raka do leta 
2040 povečala za 63 %, umrljivost za rakom pa kar za 72 % (4). Takšne napovedi močno 
spodbujajo razvoj novih načinov zdravljenja in razvoj novih učinkovin proti raku (4).  
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1.2. Razvoj raka 
 
Glede na mesto primarnega nastanka ločimo več kot 200 različnih vrst raka, od katerih 
vsak izkazuje svoje specifične morfološke in funkcionalne lastnosti. Kljub temu, da je rak 
izrazito kompleksa, raznolika in heterogena skupina bolezni, pa so načini transformacije 
normalne celice v maligno oz. »nesmrtno« pri različnih vrstah raka podobni in se med sabo 
prepletajo in dopolnjujejo (slika 1). Faktorja, ki olajšata maligno transformacijo celic sta 
genomska nestabilnost rakave celice in lokalno kronično vnetje okoli rakavega tkiva. 
 
Slika 1: Glavni načini razvoja raka (6). 
Glavna značilnost rakavih celic je njihova sposobnost neomejene delitve, ki jim jo 
omogoča neprestana proliferativna signalizacija. Celična delitev, ki je pri normalnih 
celicah sicer skrbno reguliran proces, se pri rakavi celici iztiri bodisi zaradi zvišanega 
lastnega izločanja rastnih dejavnikov, bodisi zaradi preobčutljivosti receptorskih proteinov 
za te ligande. To pa še ne zagotavlja celične nesmrtnosti, saj mora rakava celica pred tem 
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zaobiti natančno regulirane celične sisteme, ki negativno uravnavajo celično proliferacijo. 
Ti sistemi, ki večinoma delujejo preko tumor supresorskih genov kot sta RB in TP53, so v 
rakavi celici inaktivirani. Poleg tega rakave celice izkazujejo nizko kontaktno inhibicijo, 
kar skupaj z inaktivacijo tumor supresorskih genov rakavi celici omogoča, da v  manjši 
meri zapade ali pa celo popolnoma zaobide apoptozo. Rakave celice spodbujajo tudi 
prekomerno izraţenje nekaterih genov. Primer je prekomerno izraţanje encima telomeraza. 
Število delitev pri normalnih celicah je omejeno z dolţino njihovih telomer, ki ščitijo 
konce kromosomov pred  zlepljenjem in razgradnjo ter jih s tem stabilizirajo. Skozi celične 
delitve se dolţina telomer krajša, dokler se njihova zaščitna funkcija ne izgubi. Encim 
telomeraza podaljšuje telomere, kar rakavim celicam omogoča, da nikoli ne izgubijo 
zaščitne funkcije telomer in se tako teoretično lahko neskončno delijo. Z rastjo in 
kopičenjem neskončno delečih se celic se pojavi potreba po dodatni oskrbi s kisikom in 
hranili. Večje potrebe po kisiku rakave celice rešujejo s spodbujanjem angiogeneze preko 
povečane tvorbe proangiogenih faktorjev in manjše tvorbe antiangiogenih faktorjev. Poleg 
večjega dotoka hranil preko nove tumorske vaskulature je za rakave celice značilna tudi 
prilagoditev presnovnih sistemov. Kljub intenzivni angiogenezi in lokalnemu vnetju pa 
rakavih celic imunski sistem navadno ne zazna. Za širjenje malignosti je ključna 
sposobnost rakavih celic za vdor v okoliška in kasneje distalna tkiva. Rakave celice imajo 
spodobnost migracije po telesu preko t.i. »metastatske kaskade«, ki vključuje več korakov, 
med katerimi so najpomembnejši: vstop skozi zunajcelični matriks, intravazacija v 
tumorsko vaskulaturo in manipulacija tujega mikrookolja za svoje potrebe ter končen 
razvoj v makrometastaze (5, 6).  
Glede na kompleksnost raka kot skupine bolezni, lahko predvidevamo, da ciljanje le enega 
od vzrokov za njegov nastanek z enim zdravilom ne bo prineslo ţelenih terapevtskih izidov 
(7). Proces podvojevanja molekule DNA in zanj ključni encimi predstavljajo odlično tarčo 
za razvoj zdravil proti raku in so bili fokus raziskovalnega dela v tej nalogi.  
1.3. Podvajanje molekule DNA 
 
Dvojna vijačnica DNA se podvaja semikonzervativno, kjer obe hčerinski celici vsebujeta 
eno izvorno in eno novonastalo verigo DNA. Aktivno mesto na molekuli DNA, kjer se 
podvajanje izvaja se zaradi svoje strukture v obliki črke »Y« imenuje replikacijske vilice. 
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Za podvajanje je odgovoren velik in urejen multiencimski kompleks, ki s skrbno 
programiranim mehanizmom delovanja zagotavlja učinkovito tvorbo nove verige DNA (8).  
Pred pričetkom podvajanja se v replikacijskih vilicah veriga DNA s pomočjo encima DNA-
helikaze in energije sproščene preko hidrolize molekule ATP razpre. Na vsako verigo razprte 
DNA se veţejo specifični vezavni proteini in jo dodatno stabilizirajo in tako olajšajo delovanje 
DNA-polimeraze ter preprečujejo naključno ujemanje baznih parov iste verige. Encim DNA-
polimeraza, ki je odgovoren za dodajanje novih, izvorni verigi komplementarnih nukleotidov 
na 3' konec verige DNA, je sposoben novo verigo DNA sintetizirati le v smeri od 5' proti 3' 
koncu verige DNA. Zaradi enosmerne sinteze DNA v replikacijskih vilicah ločimo vodilno in 
zaostajajočo verigo DNA. Medtem ko se vodilna veriga po prepoznavi oligonukleotidnega 
začetnika sintetizira neprekinjeno, se zaostajajoča veriga sintetizira preko številnih vmesnih 
fragmentov, imenovanih Okazakijevi fragmenti. Za sintezo vsakega takšnega fragmenta DNA-
polimeraza potrebuje nov oligonukleotidni začetnik, ki ga v obliki RNA sintetizira encim 
DNA-primaza. Encim DNA-ligaza nato zdruţi posamezne Okazakijeve fragmente v 
kontinuirano verigo (9). Proces podvojevanja molekule DNA je predstavljen na sliki 2. 
 
Slika 2: Proces podvojevanja molekule DNA z sodelujočimi encimi 
 
Verigi molekule DNA sta med seboj prepleteni in tvorita en zavoj na vsakih 10,4 nukleotidnih 
parov. Proces premikanja replikacijskih vilic vzdolţ verige DNA zahteva, da se veriga pred 
vilicami razvije in loči. Obračanje celotnega kromosoma pred replikacijskimi vilicami je 
energetsko zelo neugodno in tako prihaja pred replikacijskimi vilicami do dodatnega zvitja 
DNA, kar bi lahko vodilo v ustavitev procesa podvajanja. Nastali problem zvitja celice lajšajo 
z delovanjem topološko aktivnih encimov, ki se imenujejo DNA-topoizomeraze (9).  
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1.4. Topologija molekule DNA 
 
Za dostop do podatkov shranjenih znotraj dvojnovijačne DNA je potrebno, da se obe verigi 
bodisi začasno, bodisi trajno razkleneta. Takšno razvitje molekule DNA glede na lokacijo 
replikacijskega kompleksa povzroči kompenzatorno zvitje drugje. Posledično pride do 
dodatnega zvitja oz. do nastanka t.i. pozitivnih ali negativnih superzavojev in prepletov po 
molekuli DNA (10, 11). Shematski prikaz zgoraj opisanega dogajanja je predstavljen na 
sliki 3. 
 
Slika 3: Spremembe topologije molekule DNA kot posledica premikanja replikacijskih 
vilic. Prirejeno po viru (12). 
Ţe dejstvo, da sta v jedru človeške celice, katerega premer je med 5 in 10 µm, kompaktno 
spravljena pribliţno 2 metra molekule DNA napoveduje, da bodo katerikoli procesi, ki 
vključujejo premikanje dednega materiala povzročali topološke teţave kot so prepletanje 
oz. razpletanje ter vozlanje oz. razvozlanje (12). Nastali topološki stres v molekuli lajšajo 
encimi DNA-topoizomeraze, ki so preko uvajanja bodisi enoveriţnih, bodisi dvoveriţnih 
prehodnih prekinitev sposobni spremeniti topologijo molekule DNA (11, 13, 14, 15).  
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Osnovna lastnost, ki DNA-topoizomerazam omogoča spreminjanje števila dodatnih zavojev 
je njihova sposobnost cepitve in ponovne zdruţitve dvojne vijačnice. Glede na število verig, 
ki jih cepijo ločimo dva osnovna tipa topoizomeraz, in sicer encime tipa I, ki v molekulo 
DNA uvajajo enoveriţne cepitve ter encime tipa II, ki cepijo obe verigi dvojne vijačnice 
hkrati. Dodatno lahko topoizomeraze strukturno oz. glede na aminokislinsko zaporedje 
razdelimo v več podvrst, in sicer tip I v podvrste A, B in C ter tip II v podvrsti A in B (16, 
18).  
Kljub vrsti razlik imajo topoizomeraze tudi skupne značilnost kot je prisotnost 
nukleofilnega tirozina, ki je odgovoren za uvedbo prekinitve v molekulo DNA. Cepitev 
DNA poteka preko nastanka prehodnega kovalentnega adukta med tirozinskim ostankom 
encima in glede na tip encima 3` ali 5` koncem molekule DNA, kjer je prisotna 
fosofodiestrska vez. Prehodni kovalentni kompleks preprečuje nenamerno sproščanje 
odprtih verig DNA, kar bi lahko vodilo v poškodbe kromosoma (18). 
Moţnost modulacije topologije molekule DNA daje topoizomerazam ţivljenjsko 
pomembno vlogo pri podvajanju, prepisovanju, ločevanju in segregaciji kromosomov ter 
jih hkrati naredi za zanimive tarče za protibakterijske oz. protirakave učinkovine, zaradi 
česar zadnja desetletja na področju DNA-topoizomeraz potekajo intenzivne raziskave. 
Kljub ogromnemu napredku ostaja še vedno veliko vprašanj glede njihovega delovanja, 
strukture in vloge v organizmu neodgovorjenih (19).  
1.5.1.1. Človeška DNA-topoizomeraza IIα 
 
Vretenčarji imamo dva paraloga DNA-topoizomeraze II, in sicer topoizomerazo IIα in 
topoizomerazo IIβ. Encima se kljub skoraj 80 % ujemanju v aminokislinski sekvenci 
znatno razlikujeta v C-terminalnih regijah kar vpliva na aktivnost posameznega encima. 
Zaradi razlik v preferenci C-terminalnega dela do različnih topoloških konformacij 
molekule DNA je topo IIα bistvenega pomena pri delečih celicah, kjer odstranjuje 
pozitivne superzavoje, ki nastajajo pred replikacijskimi vilicami in sodeluje pri 
kromosomski segregaciji ter kondenzaciji. Topo IIβ pa je bolj sistemsko aktivna in 
sodeluje pri popravilu molekule DNA in transkripciji. Topoizomeraza IIα je tako veliko 
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bolj obetavna in tudi ţe klinično uveljavljena tarča protirakavih učinkovin ter hkrati tarčni 
encim naše naloge (17, 20, 21). 
1.5.1.2. Struktura človeške DNA-topoizomeraze IIα 
 
Človeška DNA-topoizomeraza IIα ima simetrično strukturo, kjer se vse proteinske domene 
pojavljajo v parih. Gre za homodimer, katerega popolna kristalna struktura še ni znana. 
Posamezen protomer lahko razdelimo na tri proteinske fragmente: N-terminalni fragment, 
centralni fragment in C-terminalni fragment.  
N-terminalni fragment, imenovan tudi N vrata encima, je nosilec dveh proteinskih 
domen, in sicer ATP vezavne ali hidrolitične domene, ki spada v GHKL superdruţino 
proteinskih domen in je podrobneje opisana v poglavju 1.7. Druga proteinska domena N-
terminalnega fragmenta je t.i. »pretvornik«, ki sluţi kot premostitveni element in omogoča 
N-terminalni domeni, da preko konformacijskih sprememb komunicira s centralnim 
fragmentom encima. (22). 
Centralni fragment, imenovan tudi DNA vrata sestoji iz treh proteinskih domen: Mg
2+ 
vezoče TOPRIM (Topoisomerase/Primase) domene, WHD (winged helix domain) domene 
in t.i. »tower« domene. WHD domena je nosilec aktivnega nukleofilnega tirozinskega 
ostanka. Mehanizem cepitve poteka tako, da tirozinski ostanek WHD domene ene 
podenote encima s pomočjo Mg
2+ 
iz TOPRIM domene druge podenote encima cepi verigo 
DNA (23). »Tower« domena je nosilec dodatnih AK ostankov, ki pomagajo molekulo 
DNA stabilizirati znotraj DNA vrat tekom katalitičnega cikla encima (16, 22, 25). 
C-terminalni fragment, imenovan tudi C vrata, se večinoma nahaja v zaprti konformaciji 
in preko svojega odpiranja igra pomembno vlogo pri sproščanju topološko modificirane 
DNA proti koncu katalitičnega cikla. Druge naloge C-terminalnega fragmenta so njegova 
vloga pri razpletanju oz. prepletanju molekule DNA ter pri vzpostavljanju interakcij z 
drugimi proteini (24, 25). 
Za boljšo predstavo je na sliki 4 predstavljena 3D struktura človeške topoizomeraze IIα ter 
njenih pomembnejših strukturnih delov. 
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Slika 4: 3D struktura človeške DNA-topoizomeraze IIα z vezano molekulo DNA. 
Prikazana je razdelitev na fragmente ter pripadajoče proteinske domene. Na sliki je 
razvidna dimerna struktura encima. Prirejeno po viru 22. 
1.6. Katalitični cikel človeške DNA-topoizomeraze IIα 
 
Topoizomeraze IIA povzročajo topološke spremembe preko enosmernega mehanizma 
»dveh vrat«, kjer molekula DNA najprej vstopi skozi zgornja, t.i. N vrata, nato je tekom 
svoje poti skozi encim oz. znotraj DNA vrat podvrţena topološkim spremembam in na 
koncu izstopi skozi spodnja t.i. C vrata (26). Tekom prehoda skozi svoj katalitični cikel je 
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encim podvrţen izrazitim konformacijskim spremembam, ki so večinoma rezultat 
nadzorovane asociacija in disociacija dimerizacijskih podenot oz. t.i. vrat. 
Katalitični cikel se začne z vezavo encima na molekulo DNA. Encim začne svoj katalitični 
cikel z odprtimi N vrati, kamor vstopi prva veriga DNA, imenovana G (gate) segment, ki 
nato potuje vse do DNA vrat, kamor se veţe. Naslednji korak je vezava dveh molekul ATP 
v N-terminalni del encima, in sicer na ATPazno domeno, kar povzroči njeno dimerizacijo 
in vezavo še druge verige DNA, t.i. T (transport) segmenta. Vezava ATP povzroči 
konformacijske spremembe N-terminalnega dela, kar ima za posledico zaprtje N vrat in 
ujetje (nevezanega) T segmenta. Ob prisotnosti Mg
2+
 iona encim s pomočjo dveh 
nukleofilnih tirozinskih ostankov v WHD domeni na razdalji štirih baznih parov cepi G 
segment in tako nastaneta dva 5'-fosfotirozinska intermediata, ki omogočita T segmentu, 
da potuje skozi prehodno nastalo odprtino v G segmentu. Prehod T segmenta sproţi  
religacijo G segmenta in hidrolizo druge molekule ATP, kar vodi v zadnji korak cikla, kjer 
pride do odprtja prej zaprtih C vrat, ki sprostijo dupleks DNA iz encima. Prehod DNA 
verige oz. T segmenta skozi C vrata povzroči konformacijsko spremembo encima, ki 
rezultira v ponovnem odprtju N vrat in na tej točki se lahko cikel znova začne (16, 27). 
Shematsko je katalitični cikel ponazorjen na sliki 5. 
 
Slika 5: Shematski prikaz katalitičnega cikla človeške DNA-topoizomeraze IIα (27); rdeče 
obarvana DNA predstavlja G (gate) segment, zeleno obarvana pa T (transport) segment  
G segment 
T segment 
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1.7. Vezavno mesto za ATP 
 
ATPazna domena človeške DNA-topoizomeraze II spada v GHKL superdruţino, ki je 
evolucijsko ohranjena proteinska domena prisotna na različnih ATP vezavnih proteinih kot 
so: DNA-giraza B, histidin kinaze, Hsp90 (proteini toplotnega šoka) in MutL (proteini za 
popravilo napak v DNA) (28). Pravilno delovanje ATPazne domene je ključnega pomena 
za tekoč potek katalitičnega cikla encima, saj preko vezave ATP ta spodbuja zapiranje N 
vrat v začetku katalitičnega cikla, medtem ko se odpiranje N vrat proti koncu katalitičnega 
cikla zgodi ob hidrolizi druge molekule ATP. Konformacijske spremembe, ki se zgodijo ob 
vezavi in hidrolizi molekule ATP v ATPazni domeni v niţje regije encima posreduje ţe 
prej omenjen pretvornik (16, 29). Dodatna pomembna lastnost ATPazne domene je njena 
dimerizacija ob prisotnosti molekule ATP (22). 
Struktura 46kDa velike človeške ATPazne domene v kompleksu z AMP-PNP 
(nehidrolizirajoč analog ATP) je poznana in nam predstavlja pomemben vir informacij o 
moţnih interakcija potencialnih ATP kompetativnih inhibitorjev (30). Molekula AMP-PNP 
in njene predvidene interakcije z aminokislinksimi ostanki ATP vezavnega mesta človeške 
DNA-topoizomeraze IIα so prikazane na sliki 6.  
 
Slika 6: AMP-PNP (nehidrolizirajoči analog ATP) s prikazanimi interakcijami znotraj 
vezavnega mesta za ATP človeške DNA-topoizomeraze IIα. Aminokislinski ostanki, ki 
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interagirajo s posameznim delom ATP so barvno označeni, in sicer z rdečo ostanki, ki 
tvorijo interakcije z adeninskim delom, z zeleno ostanki, ki tvorijo interakcije s sladkornim 
delom ter z modro ostanki, ki tvorijo interakcije s fosfatnim delom ATP. 
Kljub temu, da ima večina za klinično rabo odobrenih inhibitorjev encimov iz druţine 
topoizomeraz za svojo tarčo vezavno mesto na katero se veţe molekula DNA, pa ATPazna 
domena pridobiva na svoji pomembnosti, saj predstavlja alternativni mehanizem inhibicije, 
ki obljublja zmanjšanje števila neţelenih učinkov v primerjavi z uveljavljenimi skupinami 
učinkovin, ki so podrobneje predstavljene v naslednjem poglavju. 
1.8.  Inhibitorji človeške DNA-topoizomeraze IIα 
 
Topoizomeraze zaradi svoje pomembne vloge pri proliferaciji celic predstavljajo zelo 
pomembno tarčo za razvoj protirakavih učinkovin. Teoretično bi lahko aktivnost encima 
inhibirali preko njegovega ujetja v katerikoli izmed številnih konformacij, v katerih se 
tekom katalitičnega cikla nahaja, vendar sta se za inhibicijo človeške DNA-topoizomeraze 
IIα kot najuspešnejši izkazali dve skupini zaviralcev, in sicer topizomerazni strupi, ki 
ujamejo encim v kompleksu z molekulo DNA ter katalitični inhibitorji, ki imajo več 
mehanizmov delovanja (31). Nadaljnja razdelitev inhibitorjev je prikazana na sliki 7. 
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1.8.1. Topoizomerazni strupi 
 
Trenutno imajo največji klinični pomen topoizomerazni strupi, ki so v klinični rabi kot 
protirakave in protibakterijske učinkovine. Njihov mehanizem delovanja je ujetje oz. 
stabilizacija kompleksa, ki nastane med cepljeno DNA, encimom in učinkovino. 
Največkrat je obstoj takšnega kompleksa rezultat inhibicije religacije molekule DNA (16, 
23, 31). Kopičenje takšnega kompleksa v celici povzroči inhibicijo replikacije in pretrganje 
verige DNA, ki mu navadno sledi celična smrt. Topoizomerazne strupe delimo na 
kovalentne in nekovalentne. Shematski prikaz mehanizma delovanja topoizomeraznih 
strupov je na sliki 8. 
 
Slika 8: Mehanizem delovanja topoizomeraznih strupov. A: Vezava encima na DNA ter 
njena cepitev; B: S topoizomeraznim strupom stabiliziran kovalentni cepitveni kompleks; 
C: »Trčenje« replikacijskih vilic v kompleks; D: Ireverzibilen dvostranski zlom molekule 
DNA. Povzeto po viru 40. 
1.8.1.1. Nekovalentni topoizomerazni strupi 
 
Nekovalentne topoizomerazne strupe delimo na interkalirajoče in neinterkalirajoče. 
Interkalirajoči strupi delujejo tako, da se dve molekuli učinkovine vrineta oz. interkalirata 
med bazne pare molekule DNA, in sicer na razdalji štirih baznih parov na mestu cepitve 
molekule DNA. Tako interkalirani topoizomerazni strupi fizično prepričujejo religacijo 
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molekule DNA in tako pomaknejo ravnoteţje med cepljenjem in religacijo v smer prvega. 
Neinterkalirijoči strupi pa se namesto na DNA veţejo na sam encim in s tem preprečujejo 
ligacijo molekule DNA (16, 23, 31). 
Najbolj znan predstavnik neinterkalirajočih topoizomeraznih strupov je etopozid, derivat 
podofilotoksina, toksina, ki ga najdemo v ščitastem majskem jabolku (Podophyllum 
peltatum). Etopozid izkazuje največje delovanje na pozno S in zgodnjo G2 fazo celičnega 
cikla. G2 je tudi faza, ko se koncentracija α izoforme človeške DNA-topoizomeraze II dva 
do tri krat zviša v primerjavi z β izoformo. Dejstvo, da je tarča etopozida tudi β izoforma 
encima pojasnjuje njegove slabosti, saj v mirujočih celicah, kjer topoizomeraza IIα ni 
prekomerno izraţena, povzroča signifikantno zaviranje β izoforme, kar se manifestira kot 
številni neţeleni učinki tekom terapije, ki vključujejo mielosupresijo in nevrotoksičnost ter 
na dolgi rok povečano moţnost sekundarne levkemije. Vsi ti pojavi so rezultat poškodb 
kromosomov, ki so posledica dvojnoveriţnih prekinitev, ki se  nabirajo v celici zaradi 
delovanja etopozida (16, 32, 33). 
Klinično je etopozoid v rabi kot zdravilo za številne trdne tumorje kot so: rak mod, 
drobnocelični rak pljuč, Hodgkinov in ne-Hodgkinov limfom, akutna mieloblastna 
levkemija in rak jajčnikov (34). Etopozid se uporablja v obliki predzdravila etopozid 
fosfata, kar znatno izboljša njegovo vodotopnost. Poleg etopozida spada v skupino 
neinterkalatorjev še njegov analog tenipozid, ki je manj vodotopen in izkazuje večjo 
vezavo na plazemske proteine. Tenipozid pri nas trenutno ni v klinični rabi (34, 36). 
Med interkalatorje spadajo tudi antraciklini (npr. doksurbicin in davnorubicin) ter njuni 
analogi (npr. idarubicin in epirubicin). Doksurbicin in davnorubicin spadata med najbolj 
učinkovite protirakave učinkovine. Kljub temu je njuna uporaba močno omejena zaradi 
njune kardiotoksičnosti, ki je rezultat s strani antraciklinskega obroča povzročenega 
oksidativnega stresa, spremenjene regulacije genov za kontraktilne beljakovine ter 
indukcije apoptoze kardiomiocitov (35). Epirubicin je aktivni izomer doksurbicina, ki ima 
podobne terapevtske učinke kot doksurbicin, a je zaradi svoje niţje kardiotoksičnosti v 
določenih reţimih kemoterapije preferiran, saj se hitreje izloči iz telesa (23).  
Poleg antraciklinov med interkalirajoče strupe spadajo tudi antrakinoni (npr. 
mitoksantron). Cilj razvoja mitoksantrona je bil zmanjšanje kardiotoksičnosti s hkratno 
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ohranitvijo antineoplastičnega delovanja. Uporablja se za zdravljenje multiple skleroze in 
akutne mieloične levkemije (16, 23, 31).  
1.8.1.2. Kovalentni topoizomerazni strupi 
 
Kovalentni strupi delujejo preko tvorbe kovalentnih kompleksov med učinkovino in 
encimom in v redkih primerih tudi med obema protomeroma encima. Kljub temu, da na 
trgu še ni protirakavih učinkovin s tem mehanizmom delovanja, pa poznamo nekatere 
naravne predstavnike kovalentnih strupov, in sicer posamezne bioflavonoide, kamor 
spadajo številne polifenolne spojine, ki jih vsakodnevno uţivamo s hrano. Primer takšnega 
predstavnika bioflavonoidov je najbolj bioaktiven polifenol v zelenem čaju, EGCG 
(epigalokatehin galat). Druga skupina predstavnikov kovalentnih strupov so pa kinonski 
metaboliti. Znan predstavnik je je NAPQI (N-acetil-p-benzokinon imin), ki je strupen 
stranski produkt, ki nastane med presnovo paracetamola. (16, 23). 
1.8.2. Katalitični zaviralci 
 
Ţal je poleg dobre učinkovitosti skupna lastnost vseh topoizomerznih strupov tudi njihova 
neţelena citotoksičnost, ki močno omejuje njihovo uporabo. Pojav sekundarnih malignosti 
je med drugim rezultat neţelenega delovanja na človeško DNA-topoizomerazo IIβ. Ker je 
regija encima, kjer delujejo topoizomerazni strupi, najbolj ohranjena med obema 
izooblikama encima (78% homologija), se je fokus raziskav v zadnjem času premaknil h 
katalitičnim inhibtorjem, ki ciljano inhibirjo en korak v katalitičnem ciklu encima in ne 
povzročajo tvorbe kovalentnih citotoksičnih kompleksov med encimom in DNA v celici, ki 
so glavni krivec za neţelene učinke topoizomeraznih strupov (25, 37). Te učinkovine še 
niso prinesle veliko uspeha v klinični praksi, ampak predstavljajo dobre obete za 
prihodnost.  
V ta razred spadajo učinkovine, ki:  
1. Preprečujejo vezavo človeške DNA-topoizomeraze II na molekulo DNA 
2. Se veţejo v vezavno mesto za molekulo ATP 
3. Preprečujejo hidrolizo molekule ATP in na tak način ujamejo encim v zaprti 
konformaciji 
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4. Preprečujejo cepljenje molekule DNA, ampak ne preko interkalacije v molekulo 
DNA kot to počno topoizomerazni strupi 
Na tem mestu velja omeniti dioksipiperazinski analog deksrazoksan, ki spada v razred 
katalitičnih inhibitorjev, ki preprečujejo hidrolizo molekule ATP. Deksrazoksan je edina 
zdravilna učinkovina iz skupine vseh katalitičnih inhibitorjev, ki je odobrena za klinično rabo s 
strani FDA in ki se uporablja tudi v Sloveniji. Njegovo osnovno delovanje sicer ne temelji na 
katalitičnem zaviranju človeške topoizomeraze IIα, ampak svoj ţeleni učinek kot derivat 
EDTA dosega preko kelacije ţeleza in posledičnega zmanjšanja števila kovinskih ionov 
kompleksiranih z antraciklinom, kar zmanjša tvorbo superoksidnih radikalov in tako zniţa 
kardiotoksičnost pri uporabi antraciklinov (16, 37). 
Učinkovine, ki trenutno obetajo največ so ATP-kompetitivni zaviralci DNA-
topoizomeraze II. Ta skupina učinkovin izkazuje nizko toksičnost, kar je posledica dejstva, 
da je arhitektura ATP-vezavnega mesta na GHKL domeni zelo specifična in je tako 
moţnost za nezaţeleno vezavo ATP-kompetativnih zaviralcev človeške DNA-
topoizomeraze II na kinaze, ki niso del druţine GHKL zelo nizka (37). Te učinkovine 
preprečujejo vezavo molekule ATP v njeno vezavno mesto ter posledično preprečijo 
napredovanje encima proti poznejšim korakom katalitičnega cikla.  
Kljub temu, da protirakavih učinkovin, ki bi inhibirale ATPazno domeno človeške DNA-
topoizomeraze IIα trenutno še ni na trgu, pa zaradi njihove niţje toksičnosti na tem 
področju poteka veliko raziskovalnega dela in nekatere obetavne učinkovine so ţe na 
obzorju. Učinkovine, ki so se skozi dosedanje raziskovalno delo izkazale kot uspešni 
inhibitorji so derivati purina (41), oksodiazola (42), pirazolopirimidina (41), pirolamida 
(39, 43), triazina (44) in triazinona (45) ter gambojska kislina, spojina naravnega izvora, ki 
je bila izolirana iz drevesa Garcinia hurburyi (46). Učinkovina QAP1, purinski analog 
razvit v farmacevtskem podjetju Novartis, izkazuje izredno učinkovit na encimu (IC50 = 
128 nM) (38). Predstavniki posameznih razredov do sedaj odkritih skupin zaviralcev so 
predstavljeni na sliki 9. Tudi številne učinkovine razvite na Fakulteti za Farmacijo 
Univerze v Ljubljani izkazujejo podobno stopnjo učinkovitost in so podrobneje 
predstavljene v Poglavju 2.1. (37, 39).  
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Slika 9: Nekateri znatni predstavniki do sedaj raziskanih skupin katalitičnih zaviralcev 
človeške DNA-topoizomeraze IIα (16, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46). 
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2.  Namen dela 
2.1. Raziskovalno ozadje 
Zaradi hitrega razvoja odpornosti bakterij na trenutno aktualne antibiotike se raziskovalci 
na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani ţe vrsto let ukvarjajo 
z razvojem zaviralcev bakterijske DNA-giraze. Rezultat dela ekipe na katedri je bogata 
knjiţnica različnih ATP kompetativnih inhibitorjev DNA-giraze pirolamidnega tipa. Zaradi 
podobnosti vezavnih mesta za ATP na DNA-girazi in človeški DNA-topoizomerazi IIα, so 
raziskovalci na katedri poskušali razviti strukturno podobne zaviralce človeške DNA-
topoizomeraze IIα, ki bi delovali kot protirakave učinkovine (39). 
2.2. Strukturna zasnova naših zaviralcev 
Na podlagi spoznanj predhodnih raziskav in strukturnih značilnosti najbolj učinkovitih 
zaviralcev encima DNA-topoizomeraza II (npr. spojina I, slika 10) ter najbolj učinkovitih 
spojin na celičnih linijah (npr. spojina II, slika 10), smo v okviru naše magistrske naloge 
načrtovali novo serijo zaviralcev, ki bi imeli še boljše delovanje na encim in na celice. Pri 
načrtovanju smo molekule strukturno razdelili na tri dele, del A, del B in del C (slika 11). 
 
 
Slika 10: Modelni spojini, ki sta sluţili kot podlaga za načrtovanje naše sinteze. Spojina I 
je izkazovala najboljše zaviralno delovanje na celični liniji MCF-7; Spojina II je 
izkazovala najboljše zaviralno delovanje na človeški DNA-topoizomerazi IIα; hTOPOIIα = 
človeška DNA-topoizomeraza IIα. 
 
Inhibicija na hTOPOIIα = 45 ± 14µM 
Inhibicija na celični liniji MCF-7 = 8,7 ± 1,1µM 
Inhibicija na hTOPOIIα = 3,2 ± 1,8µM 
Inhibicija na celični liniji MCF-7 = Ni aktivna 
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Slika 11: Shematski prikaz posameznih strukturnih elementov načrtovanih zaviralcev. Pri 
delu C so navedeni le nekateri izmed potencialnih bazičnih centrov. 
Del A, ki predstavlja levo stran molekule, se veţe v vezavni ţep encima v katerega se veţe 
adeninski del molekule ATP. Ta del vsebuje pirolamidno skupino, ki se je izkazala kot 
nujna za tvorbo vodikove vezi z asparaginskim ostankom na mestu 120 v adeninskem ţepu 
encima. Tekom sidranja so opazili tudi interakcijo med karbonilno skupino pirolamida in 
ohranjeno molekulo vode. Pri načrtovanju naših zaviralcev smo se odločili za 3,4-dikloro-
5-metilni vzorec substitucije na pirolnem obroču, saj se takšna skupina lepo prilega v 
hidrofobni adeninski ţep encima (47). 
Del B, ki predstavlja osrednji del molekule, se veţe v področje, ki ga v primeru molekule 
ATP zasede sladkorni del. Izmed vseh predhodno testiranih spojin z različnimi osrednjimi 
skeleti, kot so derivati benzena, benzotiazola, benzooksazina, piperidina, piperazina, pirola, 
tiazola, tetrahidrobenzotiola ter ostalih, je največ aktivnih spojin vsebovalo benzenski 
osrednji skelet. Rezultati aktivnosti predhodno pripravljenih spojin so nam nudili smernice 
tudi pri načrtovanju substitucije na benzenovem obroču, kjer se je kot najbolj obetavna 
 Del A: 3,4-dikloro-5-metil-
pirolamidni strukturni del 
Del B: 1,2,4-
substituiran benzenov 
obroč z izopropoksi 
skupino na mestu 2. 
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izkazala substitucija na mestih 1, 2 in 4. V naše načrtovane spojine smo tako kot centralni 
del uvedli 1,2,4 substituiran benzenov obroč z izopropoksi skupino na mestu 2, ki se je 
tekom sidranja orientirala proti lipofilnemu delu vezavnega mesta in se je pri predhodnih 
spojinah izkazala kot ugodna za dobro aktivnost na encimu. 
Del C predstavlja desno stran molekule. Na tem delu so raziskovalci na Katedri za 
farmacevtsko kemijo med prvotnimi zadetki opazili, da je prisotnost kisle skupine zelo 
ugodna za aktivnost na encimu, saj je kar 70% zadetkov, vključno z najbolj aktivnimi, na 
tem mestu vsebovalo kislo skupino. Kljub dobremu delovanju na encim, pa so se spojine z 
močno kislimi strukturnimi elementi izkazale za neaktivne na celičnih linijah. Iz dobljenih 
rezultatov celičnega testiranja smo sklepali, da je za aktivnost na celicah koristna 
prisotnost bazičnega centra, ki smo ga kot strukturni element tudi izbrali pri zasnovi 
sintezne poti desnega dela naših učinkovin. 
Namen načrtovanja naših spojin je ohranitev strukturnih elementov, ki zagotavljajo 
učinkovito delovanje na encimu v delu A in delu B molekule. V del C pa bomo uvedli 
različne bazične skupine s ciljem povečanja moţnosti prehajanja spojin v celice. Strukturne 
načrtovanih spojin so prikazane na sliki 11. 
Namen magistrske naloge je tako sinteza derivatov N-(2-izpropoksifenil)-pirolamida kot 
potencialnih zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze IIα. Preko testiranja zaviralne 
aktivnost sintetiziranih spojin na človeško DNA-topoizomerazo IIα bomo preverili 
učinkovitost njihovega delovanja ter preko testiranja na celičnih linijah preveril pozitiven 
vpliv uvedbe bazičnih centrov na povečanje prehajanja učinkovin v celico. 
 
2.3. Predvidena sintezna pot 
 
Po pregledu razpoloţljivosti komercialno dostopnih reagentov smo se odločili za sintezni 
poti, ki sta shematsko prikazani na slikah 12 in 13. 
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a: MeOH, H2SO4, 65 °C 
b: Izopropanol, PH3P, DEAD, THF 
c: 1M NaOH, MeOH 
d: Ustrezen amin, TBTU, NMM, CH2Cl2 
e: H2, Pd/C, MeOH 
f: i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna                                        
aaaikislina, SOCl2, CH2Cl2 
   ii) CH2Cl2/piridin = 10/1 
g: 1M HCl, 1,4-dioksan 
 
 
Slika 12: Shema prve sintezne poti. Za korak d, kjer poteče adicija piperidinskega derivata 
je v shemi predstavljen le eden izmed piperidinskih derivatov. Ostale alternative, ki jih 
bomo tekom sinteze uporabili so prikazane znotraj ovala z modrim črtkanim robom.  
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a: MeOH, H2SO4, 65 °C 
b: Izopropanol, PH3P, DEAD, THF 
c: 1M NaOH, MeOH 
d: Metilni ester glicina, TBTU, NMM, CH2Cl2 
e: H2, Pd/C, MeOH 
f: i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna                                        
aaaikislina, SOCl2, CH2Cl2 




Slika 13: Shema druge sintezne poti z uvedbo metilnega estra glicina namesto derivata 
piperidina.  
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2.4. Kratek opis sinteznega načrta 
 
Pozicijske navedbe v naslednjem odstavku se nanašajo na mesto substitucije osnovnega 
benzenskega skeleta, ki so ponazorjene na strukturi izhodne spojine na sliki 14. 
 
Slika 14: Struktura izhodne spojine z oštevilčenimi mesti substitucije. 
Kot izhodno spojino za sintezo bomo izbrali 3-hidroksi-4-nitrobenzojsko kislino, ki jo 
bomo v prvem koraku preko Fischer-Speierjeve esterifikacije pretvorili do metil 3-
hidroksi-4-nitrobenzoata (1). S to pretvorbo bomo karboksilno skupino na mestu 1 zaščitili 
in s tem preprečili njeno neţeleno reaktivnost v drugem koraku, kjer bomo preko 
Mitsunobujeve reakcije na hidroksilno na mestu 3 uvedli izopropoksi skupino in tako 
dobili metil 3-izpropoksi-4-nitrobenzoat (2). V tretjem koraku bomo z bazično katalizirano 
hidrolizo metilnega estra na mestu 1 dobili 3-izopropoksi-4-nitrobenzojsko kislino (3) in 
tako znova sprostili karboksilno skupino, ki bo reagirala v naslednjem, petem koraku. V 
petem koraku bomo v štirih primerih s pomočjo sklopitvenega reagenta TBTU tvorili 
amidno vez med karboksilno skupino spojine 3 in različnimi Boc-zaščitenimi amini, ki so 
predstavljeni v reakcijski shemi znotraj modrega kroga (slika 11) in tako dobili terc-butil 
4-(3-izopropoksi-4-nitrobenzamido)-piperidin-1-karboksilat (4), terc-butil (1-(3-
izopropoksi-4-nitrobenzoil)-piperdin-3-il) karbamat (5), terc-butil 4-((3-izopropoksi-
4nitrobeznamido)metil)-piperidin-1-karboksilat (6) in terc-butil 3-(3-izopropoksi-4-
nitrobenzamido)-piperidin-1-karboksilat (7). V zadnjem primeru pa bomo karboksilno 
skupino spojine  3 sklopili z metilnim estrom glicina in tako dobili metil (3-izopropoksi-4-
nitrobenzoil)-glicinat (8). Ne glede na uvedbo različnih substituentov na mesto 1 bomo v 
koraku 6 pri vseh v prejšnjem koraku dobljenih spojinah izvedli redukcija nitro skupine 
preko katalitskega hidrogeniranja in na ta način dobili aminske derivate 9, 10, 11, 12 in 13. 
Tako pripravljene spojine z aminsko skupino na mestu 4 so odlični nukleofili za naslednji 
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korak. V koraku 7 bomo na aminsko skupino na mestu 4 pripeli 3,4-dikloro-5-metil-pirol-
2-karboksilno kislino, ki jo bomo sprva s pomočjo tionilklorida pretvorili v obliko 
kislinskega klorida. K tako aktivirani spojini bomo skupaj z bazo dodali amine 9, 10, 11, 
12 in 13 ter tako pripravili spojine 14, 15, 16, 17 in 18. V zadnjem koraku bomo štirim 
Boc-zaščitenim spojinam s pomočjo klorovodikove kisline odstranili Boc zaščito ter tako 
dobili končne spojine 19,  20, 21 in 22. Pri spojini 18 bomo s pomočjo amonijaka izvedli 
aminolizo estra ter tako dobili končno spojino 23. 
Vse sintetizirane spojine bomo fizikalno-kemijsko ovrednotili in določili njihov izgled, 





C NMR, IR, MS in HPLC) bomo potrdili njihovo istovetnost in čistost. Izbranim 
končnim spojinam bomo ovrednotili tudi zaviralno delovanje na človeško DNA-
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3. Materiali in metode 
3.1. Splošno 
3.1.1. Splošno uporabljene kemikalije (reagenti in topila) 
 
Za izvedbo sinteze smo uporabili topila in reagente naslednjih proizvajalcev: Acros 
Organics, Apollo Scientific, Sigma-Aldrich in TCI.  
3.1.2. Programska oprema  
 
Za izris struktur in sinteznih shem, njihovo označevanje ter poimenovanje smo uporabili 
program ChemDraw 16.0 podjetja PerkinElmer Informatics.  




C NMR-spektrov sintetiziranih spojin smo 
uporabili program MestReNova x64 verzije 14.1.2 z Mnova NMR vtičnikom. Program je 
last podjetja Masterlab Research.  
3.1.3. Določanje tališča  
 
Vsem sintetiziranim spojinam smo določili tališča na talilnem mikroskopu znake Leica 
opremljenim z ogrevalno mizico. Vse meritve smo izvedli na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. 
3.2. Kromatografske metode: 
 
3.2.1. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Potek in prvotno oceno uspešnosti reakcij ter morebitno prisotnost stranskih produktov 
smo določali s tankoplastno kromatografijo, ki smo jo izvajali na 20 x 20 cm ploščicah 
proizvajalca Merck 60 F254 z 0.20 mm nanosa silikagela na aluminijastem nosilcu. Za 
posamezen test smo glede na število nanosov velikost ploščice ustrezno prilagodili. Kot 
mobilne faze smo uporabljali mešanice topil bodisi etil acetata in petroletra, bodisi 
diklorometana in metanola v različnih razmerjih. Detekcijo lis na kromatogramih smo 
izvedli s pomočjo UV svetilke z valovnima dolţinama λ = 254 nm oz. λ = 366 nm. Za 
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analizo nekaterih kromatogramov smo uporabili različne orositvene reagente (npr. 
ninhidrin). 
3.2.2. Kolonska kromatografija  
Nečiste produkte smo čistili s kolonsko kromatografijo, ki smo jo izvajali v steklenih 
kolonah različnih dimenzij glede na maso vzorca. Kot stacionarno fazo smo uporabili 
silikagel proizvajalca Merck z delci velikosti med 40 μm in 63 μm.  Ustrezno mobilno fazo 
smo določili s pomočjo TLC pred izvajanjem posamezne kolonske kromatografije in je 
zabeleţena pri posameznem sinteznem postopku. 
3.2.3. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
  
Čistost končnih produktov smo potrdili s pomočjo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. Meritve smo izvedli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani na napravi 
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Binary Rapid Seperation LC System (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). Za detekcijo spojin smo uporabili 
detektor v obliki niza fotodiod in kolono C18 Acquity UPLC HSS (2.1 × 50 mm, 1,8 µm 
delci) proizvajalca Waters. Mobilna faza je bila sestavljena iz 0,1% TFA (trifluoroocetna  
kisline) kot eluenta A in acetonitrila kot eluenta B. Program izvedbe je predstavljen v 
preglednici III. Pretok skozi kolono je bil 0,4 mL/min, volumen injiciranja pa 1,75 µL. 
Spojine smo detektirali pri 254 in 280 nm. 
Čas 0 – 10 min 10  - 11 min 
Eluent 10 %  - 90 % B 90% B 
 
Preglednica II: Program izvedbe tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
 
3.3. Spektroskopske metode 





C NMR-spektre smo posneli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani na 
spektrometru znamke Bruker AVANCE III 400 (Bruker, Billerica, Massachusetts, ZDA). 
1
H NMR-spektre smo posneli pri frekvenci 400 MHz, 
13
C pa pri frekvenci 100 MHz. 
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Vzorce smo raztopili bodisi v DMSO-d6, bodisi CDCl3 z uporabo TMS (tetrametilsilana) 
kot inertnega standarda. 
3.3.2. Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo z uporabo tehnike oslabljene popolne odbojnosti posneli na 
spektrofotometru znamke Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR. Za analizo spektrov smo 
uporabili programsko opremo Omnic E.S.P.5.2. Snemanje spektrov in njihovo analizo smo 
izvedli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
3.3.3. Masna spektroskopija (MS):  
Posneli smo tako masne spektre nizke kot masne spektre visoke ločljivosti. Spektre nizke 
ločljivosti smo posneli na spektrometru znamke ADVION expression CMSL (Advion Inc., 
Ithaca, ZDA) na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. Spektre visoke ločljivosti 
smo posneli na spektrofotometru znamke Exactive™ Plus Orbitrap (Thermo Fischer 
Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA) na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. 
3.4. Testiranje inhibitorne aktivnosti spojin 
 
3.4.1. Inhibitorna aktivnost na encimu 
Inhibitorno aktivnost sintetiziranih spojin na človeško DNA-topoizomerazo IIα smo 
preverili s komercialno dostopnim relaksacijskim testom podjetja Inspiralis Limited 
(Norwich, VB) na s streptavidinom prevlečenih mikrotitrskih ploščicah s 96 vdolbinami 
(Thermo Scientific, Rockford, IL, ZDA). Meritve je izvedel asistent dr. Ţiga Skok, mag. 
farm., na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani (48).  
Bistvo testa je tvorba trojnega kompleksa med biotinom, oligonukleotidom in plazmidom. 
Variabilni del kompleksa je plazmid, ki v svoji superzviti obliki tvori omenjeni kompleks, 
kadar pa ga človeška DNA-topoizomeraza IIα relaksira v razvito obliko pa omenjenega 
kompleksa ne tvori. 
Potek testa, ki je shematsko predstavljen na sliki 15, poteka tako, da oligonukleotid s 
kovalentno vezanim biotinom raztopimo v omočitvenem pufrom in z njim omočimo testne 
ploščice ter tako omogočimo oligonukleotidu, da se imobilizira na ploščicah. Nevezan 
oligonukleotid nato s pomočjo pufra speremo. Sledi izvedba encimske reakcije, kjer poleg 
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pufra za tvorbo trojnega kompleksa dodamo še superzvit pNO1 plazmid, ATP, encim 
človeško DNA-topoizomerazo IIα, izbran inhibitor ter tako pripravljeno raztopino sprava 
inkubiramo pri 37 °C ter kasneje še pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji ploščice 
speremo in s tem odstranimo nevezan plazmid. V zadnji fazi tako prepariranim ploščicam 
dodamo raztopino barvila Diamond Dye, jih inkubiramo v temnem prostoru 15 min ter 
nato izmerimo fluorescenco. Glede na to, da le superzvit plazmid tvori trojni kompleks, je 
izmerjena fluorescenca premo sorazmerna obsegu inhibicije. Inhibitorje smo dodali v več 
različnih koncentracijah. Rezultate testiranja smo podali kot rezidualno aktivnost encima 
pri posamezni koncentraciji inhibitorja. RA predstavlja razmerje med aktivnostjo encima 
ob dodatku inhibitorja in aktivnostjo encima brez dodatka inhibitorja. 0 % RA tako 
predstavlja popolno zaviranje encima, 100 % RA pa, da zaviranja ni. RA nam je sluţila kot 
merilo za izbor spojin za določanje IC50. Izračun IC50 smo izvedli s pomočjo programske 
opreme GraphPad Prism 6. Kot pozitivna kontrolna nam je sluţil etopozid (TCI, Tokio, 
Japonska; IC50 = 71 µM) (48). 
 
Slika 15: Testiranje inhibitorne aktivnosti učinkovin na človeško DNA-topoizomerazo IIα; 
ONzB: oligonukleotid z biotinom; OP: omočitveni pufer; SA: streptavidin; B: Biotin.  
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3.4.2. Testiranje inhibitorne aktivnosti na celičnih linijah 
 
Citotoksičnost spojin v HepG2 in MCF-7 celičnih linijah smo določili s kolorimetričnim 
MTS testom po standardnem postopku (49, 50). Meritve je izvedla dr. Darja Gramec 
Skledar, mag. farm., na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Celice HepG2 in 
MCF-7 smo gojili v Eagle's MEM celičnem mediju, ki je bil dopolnjen z 2 mM L-
glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL streptomicina ter 10% FBS (fetalni goveji 
serum) pri 37 °C in 5 % CO2.  Celice smo inkubirali čez noč (24 h) na mikrotitrskih 
ploščicah s 96 vdolbinami. Po 24 h smo celice obdelali z izbranim inhibitorjem (ki je 
izkazoval zadovoljiv IC50), kontrolo vehikla (0.5 % DMSO) oz. pozitivno kontrolo (50 µM 
etopozida). Po 72 urni inkubaciji tako pripravljenih celic, smo dodali CellTiter96® 
Aqueous One Solution Reagent, ki vsebuje MTS ((3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij) in inkubirali nadaljnje 3 ure ter nato 
izmerili absorbanco pri 490 nm. Neodvisne eksperimente smo ponovili trikrat in rezultate 
statistično obdelali in tako dobili IC50 za izbrane inhibitorje v celičnih linijah. Potek testa je 
ponazorjen na sliki 16. 
 
Slika 16: Testiranje inhibitorne aktivnosti učinkovin na celičnih linijah (49, 50). 
  
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




4. Eksperimentalni del 




V bučko z metanolom (200 mL) dodamo 3-hidroksi-4-nitrobenzojsko kislino (10,0 g; 54,6 
mmol). V tako pripravljeno raztopino dodamo ţveplovo(IV) kislino (6,00 mL; 113 mmol). 
Reakcijsko zmes opremimo z vodnim povratnim hladilnikom in mešamo na oljni kopeli 18 
ur pri temperaturi 65 °C. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in ostanek nevtraliziramo 
z  nasičeno vodno raztopino NaHCO3 ter ekstrahiramo v etil acetat (200 mL). Organsko 
fazo speremo z nasičeno raztopino NaCl (2 x 50 mL). Po spiranju organski fazi dodamo 
sušilno sredstvo Na2SO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in 
dobimo produkt 1. 
Analizni rezultati 
Izgled: oranţni kristali; Izkoristek: 88 %; Ttališča: 78,5 - 80,5 °C; Rf: 0,78 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 20/1);
 1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.99 (s, 3H, COOCH3), 7.64 (d, 
1H, J = 8.8 Hz, ArH), 7,85 (s, 1H, ArH), 8.20 (d, 1H, J = 8.8 Hz, ArH), 10,52 (s, 1H, 
ArOH) ppm; IR (ATR): v = 3304, 2961, 1719, 1620, 1585, 1521, 1475, 1434, 1322, 1283, 
1261, 1218, 1145, 1099, 1066, 964, 917, 891, 840, 797, 780, 742, 668, 594, 563, 509 cm
-1
; 
Mr (izračunana): 197,15; Elementna sestava: C8H7NO5. 
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K raztopini spojine 1 (9,46 g; 48,0 mmol) v tetrahidrofuranu (180 mL) dodamo izpropanol 
(6,00 mL; 78,2 mmol), trifenilfosfin (21,3 g; 81,3 mmol) ter dietil azodikarboksilat (15,4 
mL; 74,2 mmol). Tako pripravljeno raztopino mešamo pri sobni temperaturi 18 ur. 
Odparimo topilo in nastali surov produkt  čistimo s kolonsko kromatografijo z mobilno 
fazo etil acetat/petroleter = 1/6. Proti koncu čiščenja mobilno fazo spremenimo za etil 
acetat/petroleter = 1/4. Dobimo produkt 2. 
Rezultati 
Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 96 %; Ttališča: 44,5 - 46,4 °C; Rf: 0,78 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 20/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.31 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 3.91 (s, 3H, COOCH3), 4.88-4.97 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.64 (dd, 1H, J = 8.4, 
1.60 Hz, ArH), 7.79 (s, 1H, ArH), 7.95 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH) ppm; IR (ATR): v = 
2990, 2958, 1725, 1609, 1586, 1523, 1489, 1438, 1420, 1366, 1282, 1236, 1191,1178, 
1141, 1103, 1082, 1033, 1005, 942, 893, 834, 789, 772, 741, 689, 610, 541cm
-1
; Mr 
(izračunana): 239,23; Elementna sestava: C11H13NO5 
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K raztopini spojine 2 (11,0 g; 45,9 mmol) v metanolu (100 mL) dodamo 2M NaOH (45,9 
mL; 91,8 mmol). Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in ostanek nakisamo z  1M HCl 
dokler ne doseţemo pH = 1. Ekstrahiramo v etil acetatu (2 x 100 mL) in organsko fazo 
najprej speremo z vodo (2 x 100 mL) ter nato z nasičeno raztopino NaCl (100 mL). Po 
spiranju organski fazi dodamo sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo 
pod zniţanim tlakom in dobimo produkt 3. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 87 %; Ttališča: 148,0 - 152,1 °C; Rf: 0 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 50/1) (Ne potuje, ostane na začetku); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 
=1.31 (d, 6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 4.86-4.95 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.62 (dd, 1H, J = 
8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.77 (s, 1H, ArH), 7.92 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 13.62 (s, 1H, COOH) 
ppm; IR (ATR): v = 2987, 1690, 1604, 1584, 1522, 1489, 1425, 1379, 1342, 1294, 1249, 
1180, 1142, 1100, 1033, 1007, 974, 940, 907, 888, 836, 762, 742, 694, 621, 527 cm
-1
; Mr 
(izračunana): 225,20; Elementna sestava: C10H11NO5 
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K raztopini spojine 3 (0,50 g; 2,22 mmol) in TBTU (0,92 g; 2,88 mmol) v diklorometanu 
(15 mL) dodamo N-metilmorfolin (0,73 mL; 6,66 mmol) ter tako pripravljeno raztopino 
mešamo pri sobni temperaturi 15 minut. V reakcijsko mešanico nato dodamo terc-butil 4-
aminopiperidin-1-karboksilat (0,49 g; 2,43 mmol) in pustimo mešati pri sobni temperaturi 
18 ur. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in ostanek raztopimo v etil acetatu (25 mL). 
Raztopino spiramo z vodo (2 x 25 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 25 mL), 1M HCl 
(2 x 25 mL) in nasičeno razotpino NaCl (2 x 25 mL). Po spiranju organski fazi dodamo 
sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in 
dobimo produkt 4. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumena amorfna snov; Izkoristek: 74 %; Ttališča: 117,6 - 121,0 °C; Rf: 0,27 
(mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 50/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.31 (d, 6H, 
J = 6.2 Hz, CH(CH3)2), 1.41 (s, 9H, C(CH3)3), 1.36-1.48 (m, 4H, 2 x CH2), 1.80-1.83 (m, 
2H, CH2), 3.94-3.97 (m, 3H, CH2, CH), 4.87-4.93 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.53 (dd, 1H, J = 
8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.69 (s, 1H, ArH), 7.91 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.48 (d, 1H, J = 7.6 
Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 22.05, 28.55, 31.72, 43.24, 47.34, 
72.91, 79.13, 115.53, 119.87, 125.12, 139.76, 142.63, 150.19, 154.35, 164.28 ppm; IR 
(ATR): v = 2977, 2934, 1696, 1660, 1603, 1588, 1521, 1484, 1452, 1424, 1391, 1364, 
1324, 1273, 1232, 1170, 1139, 1106, 1091, 1071, 1033, 985, 969, 941, 919, 863, 841, 766, 
744, 532 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 405.9 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 407,47; Elementna 
sestava: C20H29N3O6 
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K raztopini spojine 3 (0,50 g; 2,22 mmol) in TBTU (0,92 g; 2,88 mmol) v diklorometanu 
(15 mL) dodamo N-metilmorfolin (0,73 mL; 6,66 mmol) ter tako pripravljeno raztopino 
mešamo pri sobni temperaturi 15 minut. V reakcijsko mešanico nato dodamo terc-butil 
piperidin-3-il karbamat (0,49 g; 2,43 mmol) in mešamo pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo 
uparimo pod zniţanim tlakom in ostanek raztopimo v etil acetatu (25 mL). Raztopino 
spiramo z vodo (2 x 25 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 25 mL), 1M HCl (2 x 25 
mL) in nasičeno razotpino NaCl (2 x 25 mL). Po spiranju organski fazi dodamo sušilno 
sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in dobimo 
produkt 5. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 75 %; Ttališča: 53,0 - 56,5 °C; Rf: 0,23 (mobilna faza: 
etil acetat/petroleter = 1/2); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.30 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 1.24-1.32 (m, 3H, CH2, CH), 1.42 (s, 9H, (CH3)3), 1.62-1.86 (m, 2H, CH2), 
2.68-3.07 (m, 2H, CH2), 3.44-3.47 (m, 2H, CH2), 4.87-4.93 (m, 1H, OCH(CH3)2), 6.94-
7.01 (m, 1H, CONH), 7.06 (t, 1H, J = 10 Hz, ArH), 7.39 (d, 1H, J = 6.0 Hz, ArH), 7.87 (t, 
1H, J = 8.0 Hz, ArH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 21.95, 22.02, 24.21, 
28.57 (C(CH3)3), 28.71 (C(CH3)3), 42.03, 46.75, 47.49, 72.63, 78.31, 114.77, 118.75, 
125.62, 141.05, 142.00, 150.43, 155.35, 167.53 ppm; IR (ATR): v = 2979, 2937, 1703, 
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1629, 1603, 1585,, 1520, 1443, 1409, 1363, 1307, 1283, 1248, 1164, 1104, 1049, 990, 948, 
928, 861, 842, 741, 716, 606 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 405.9 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 
407,47; Elementna sestava: C20H29N3O6 
 






K raztopini spojine 3 (0,30 g; 1,33 mmol) in TBTU (0,55 g; 1,73 mmol) v diklorometanu 
(9 mL) dodamo N-metilmorfolin (0,44 mL; 3,97 mmol) ter tako pripravljeno raztopino 
mešamo pri sobni temperaturi 15 minut. V reakcijsko mešanico nato dodamo terc-butil 4-
(aminometil)piperidin-1-karboksilat (0,31 g; 1,46 mmol) in mešamo pri sobni temperaturi 
18 ur. Topilo uparimo pod zniţanim tlakom in suh ostanek raztopimo v etil acetatu (25 
mL). Raztopino spiramo z vodo (2 x 25 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 25 mL), 1M 
HCl (2 x 25 mL) in nasičeno razotpino NaCl (2 x 25 mL). Po spiranju organski fazi 
dodamo sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom. 
Dobimo produkt 6. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 66 %; Ttališča: 46,0 - 50,7 °C; Rf: 0,30 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 50/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 0.98-1.09 (m, 2H, CH2), 1.31 
(d, 6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.64-1.68 (m, 2H, CH2),  1.70-1.76 (m, 
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1H, CH), 2.66-2.68 (m, 2H, CH2), 3.18 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH2), 3.90-3.95 (m, 2H, CH2), 
4.85-4.94 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.52 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.71 (d, 1H, J = 1.6 Hz, 
ArH), 7.90 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.73 (t, 1H, J = 6.0 Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 
MHz, DMSO-d6): δ = 22.06, 28.56, 30.03, 36.18, 43.52, 45.25, 72.87, 78.92, 115 .38, 
119.76, 125.15, 139.72, 142.53, 150.21, 154.35, 165.07 ppm; IR (ATR): v = 2979, 2932, 
1689, 1656, 1604, 1586, 1526, 1484, 1417, 1365, 1317, 1277, 1248, 1166, 1141, 1104, 
1034, 979, 949, 865, 842, 771, 741, 693, 633, 539 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 419.9 ([M-H]
-
); 
Mr (izračunana): 421,49; Elementna sestava: C21H31N3O6 
 





K raztopini spojine 3 (0,30 g; 1,33 mmol) in TBTU (0,55 g; 1,73 mmol) v diklorometanu 
(9 mL) dodamo N-metilmorfolin (0,44 mL; 3,97 mmol) ter tako pripravljeno raztopino 
opremimo z magnetnim mešalom in mešamo pri sobni temperaturi 15 minut. V reakcijsko 
mešanico nato dodamo terc-butil 3-aminopiperidin-1-karboksilat (0,29 g; 1,46 mmol) in 
mešamo pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo uparimo pod zniţanim tlakom in suh ostanek 
raztopimo v etil acetatu (25 mL). Raztopino spiramo z vodo (2 x 25 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2 x 25 mL), 1M HCl (2 x 25 mL) in nasičeno razotpino NaCl (2 x 25 
mL). Po spiranju organski fazi dodamo sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo 
odparimo pod zniţanim tlakom. Dobimo produkt 7. 
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Izgled: rumena amorfna snov; Izkoristek: 57 %; Ttališča: 79,5 - 83,5 °C; Rf: 0,36 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 50/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.31 (d, 6H, J = 6.0 
Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.4-1.57 (m, 2H, CH2), 1.73-1.76 (m, 1H, CH), 
1.90-1.94 (m, 1H, CH), 2.7-3.03 (m, 2H, CH2), 3.70-4.03 (m, 3H, CH2, CH) 4.86-4.95 (m, 
1H, OCH(CH3)2), 7.53 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.70 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.91 (d, 
1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.48 (d, 1H, J = 7.2 Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 22.05, 24.07, 28.50, 30.03, 44.25, 46.78, 48.02, 72.94, 79.19, 115.68, 
119.97, 125.07, 139.62, 142.69, 150.14, 154.34, 164.76 ppm; IR (ATR): v = 3487, 2942, 
1666, 1600, 1586, 1553, 1522, 1491, 1428, 1413, 1368, 1334, 1307, 1269, 1246, 1172, 1153, 1103, 
1068, 987, 917, 887, 860, 842, 766, 724, 694, 613, 576, 539, 513 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 405.9 
([M-H]
-
); Mr (izračunana): 407,47; Elementna sestava: C20H29N3O6 
 
4.8. Sinteza metil (3-izopropoksi-4-




K raztopini spojine 3 (0,60 g; 2,66 mmol) in TBTU (1,11 g; 3,45 mmol) v diklorometanu 
(18 mL) dodamo N-metilmorfolin (0,88 mL; 7,95 mmol) ter tako pripravljeno raztopino 
mešamo pri sobni temperaturi 15 minut. V reakcijsko mešanico nato dodamo metilni ester 
glicina (0,37 g; 2,91 mmol) in pustimo mešati pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo uparimo 
pod zniţanim tlakom in ostanek raztopimo v mešanici etil acetat/voda = 2/1 (30 mL). 
Raztopino spiramo z vodo (2 x 20 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 x 20 mL), 1M HCl 
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(2 x 20 mL) in nasičeno razotpino NaCl (2 x 20 mL). Po spiranju organski fazi dodamo 
sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltriramo. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom. Dobimo 
produkt 8. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumena tekočina; Izkoristek: 55 %; Ttališča: Tekoče pri sobni temperaturi; Rf: 0,29 
(mobilna faza: etil acetat/petroleter = 1/2); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.33 (d, 
6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 3.86 (s, 3H, CH3), 4.07 (d, 2H, CH2, J = 5.6 Hz) 4.86-4.95 (m, 
1H, OCH(CH3)2), 7.56 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.76 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.94 
(d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 9.24 (t, 1H, J = 6.0 Hz, CONH) ppm; IR (ATR): v = 3250, 1754, 
1649, 1603, 1550, 1520, 1488, 1415, 1350, 1324, 1308, 1256, 1199, 1180, 1162, 1143, 
1102, 1072, 1019, 960, 887, 842, 746, 689 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 294.8 ([M-H]
-
); Mr 
(izračunana): 296,28; Elementna sestava: C13H16N2O6 
 





Spojino 4 (0,633 g; 1,55 mmol) natehtamo v bučko in raztopimo v metanolu (25 mL). 
Raztopino prepihamo z argonom in nato dodamo paladij na ogljiku (130 mg) ter takoj 
vzpostavimo vodikovo atmosfero. Tako pripravljeno reakcijsko zmes mešamo pri sobni 
temperaturi 3 ure. Katalizator odstranimo s presesavanjem in topilo odparimo pod 
zniţanim tlakom in tako dobimo produkt 9. 
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Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 97 %; Ttališča: 84,0 - 88,0 °C; Rf: 0,78 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 20/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.27 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 1.41 (s, 9H, C(CH3)3), 1.33-1.44 (m, 4H, 2 x CH2), 1.72-1.76 (m, 2H, CH2), 
3.91-3.96 (m, 3H, CH2, CH), 4.49-4.58 (m, 1H, OCH(CH3)2), 5.15 (s, 2H, NH2), 6.61 (d, 
1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.28 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, ArH), 7.31 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 
7.80 (d, 1H, J = 8.0 Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ = 22.42, 28.57, 
32.07, 43.52, 46.73, 70.91, 79.05, 112.97, 113.74, 121.82, 122.23, 142.79, 143.51, 154.34, 
165.87 ppm; IR (ATR): v = 2975, 2361, 1692, 1613, 1544, 1507, 1424, 1366, 1321, 1275, 





MS (ESI) m/z = 376.0 ([M-H]
-








Spojino 5 (0,678 g; 1,66 mmol) natehtamo v bučko in raztopimo v metanolu (25 mL). 
Raztopino prepihamo z argonom ter nato dodamo paladij na ogljiku (136 mg) ter takoj 
vzpostavimo vodikovo atmosfero. Tako pripravljeno reakcijsko zmes mešamo pri sobni 
temperaturi 3 ure. Katalizator odstranimo s presesavanjem in topilo odparimo pod 
zniţanim tlakom. Dobimo produkt 10. 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-





Izgled: rumeni kristali; Izkoristek: 77 %; Ttališča: 75,8 - 79,2 °C; Rf: 0,31 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 50/1) (Uspešnost reakcije potrdimo z orositvijo z ninhidrinom, saj imata 
produkt in izhodna spojina enak Rf); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.27 (dd, 6H, J 
= 6.0, 2.4 Hz, CH(CH3)2), 1.37 (s, 9H, (CH3)3), 1.34-1.47 (m, 3H, CH2, CH), 1.69-1.85 (m, 
CH2), 2.68-3.87 (m, 2H, CH2), 3.86-4.01 (m, 2H, CH2), 4.54-4.57 (m, 1H, OCH(CH3)2), 
5.03 (s, 2H, NH2), 6.62 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH), 6.79 (dd, 1H, J = 7.6, 1.6 Hz, ArH), 6.84 
(d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.91 (d, 1H, J = 8.0 Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ = 22.36, 22.47, 24.14, 28.68, 30.84, 47.33, 70.60, 78.22, 113.24, 113.89, 
121.76, 123.21, 141.27, 143.44, 155.31, 170.32 ppm; IR (ATR): v = 2975, 1701, 1605, 
1572, 1519, 1438m 1366, 1306, 1284, 1264, 1242, 1219, 1165, 1111, 1050, 1022, 989, 
970, 948, 860, 823, 793, 754, 699, 641, 613, 575, 526 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 377,9 
([M+H]
+








Spojini 6 (0,582 g; 1,43 mmol) natehtamo v bučko in raztopimo v metanolu (19 mL). 
Raztopino prepihamo z argonom ter nato dodamo paladij na ogljiku (120 mg) ter takoj 
vzpostavimo vodikovo atmosfero. Tako pripravljeno reakcijsko zmes mešamo pri sobni 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




temperaturi 3 ure. Katalizator odstranimo s presesavanjem in topilo odparimo pod 
zniţanim tlakom. Dobimo produkt 11. 
Analizni rezultati 
Izgled: svetlo rjavi kristali; Izkoristek: 86 %; Ttališča: 67,9 - 72,7 °C; Rf: 0,61 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 9/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 0.95-1.05 (m, 2H, CH2), 
1.28 (d, 6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.61-1.65 (m, 2H, CH2),  1.67-
1.71 (m, 1H, CH), 2.67-2.69 (m, 2H, CH2), 3.10 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2), 3.90-3.94 (m, 
2H, CH2), 4.51-4.57 (m, 1H, OCH(CH3)2), 5.14 (s, 2H, NH2), 6.61 (d, 1H, J = 8.0 Hz, 
ArH), 7.27 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, ArH), 7.32 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 8.08 (t, 1H, J = 
5.6 Hz, CONH) ppm;
 13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 22.45, 28.56, 30.12, 36.42, 
43.59, 44.89, 70.83, 78.87, 113.01, 113.53, 121.64, 122.30, 142.64, 143.55, 154.37, 166.70 
ppm; IR (ATR): v = 3348, 2976, 2929, 1687, 1615, 1548, 1507, 1425, 1366, 1299, 1250, 
1222, 11667, 1139, 1114, 978, 952, 864, 763, 636, 571, 539 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 389.9 
([M-H]
-
); Mr (izračunana): 391,51; Elementna sestava: C21H33N3O4 
 





Spojino 7 (0,477 g; 1,17 mmol) natehtamo v bučko in raztopimo v metanolu (15 mL). 
Raztopino prepihamo z argonom ter nato dodamo paladij na ogljiku (100 mg) ter takoj 
vzpostavimo vodikovo atmosfero. Tako pripravljeno reakcijsko zmes mešamo pri sobni 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




temperaturi 3 ure. Katalizator odstranimo s presesavanjem in topilo odparimo pod 
zniţanim tlakom. Dobimo produkt 12. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumena amorfna snov; Izkoristek: 74 %; Ttališča: 159,5 - 163,1 °C; Rf: 0,39 
(mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 9/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.28 (d, 6H, J 
= 6.0 Hz, CH(CH3)2), 1.38 (s, 9H, C(CH3)3), 1.41-1.53 (m, 2H, CH2), 1.70-1.73 (m, 1H, 
CH), 1.83-1.87 (m, 1H, CH), 2.73-2.79 (m, 2H, CH2), 3.73-3.76 (m, 3H, CH2, CH) 4.50-
4.59 (m, 1H, OCH(CH3)2), 5.17 (s, 2H, NH2), 6.62 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH), 7.29 (dd, 1H, 
J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.32 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.77 (d, 1H, J = 7.6 Hz, CONH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 22.42, 24.22, 28.51, 30.43, 43.77, 46.18, 48.47, 
70.95, 79.10, 112.94, 113.87, 121.91, 122.03, 142.91, 143.49, 154.36, 166.21 ppm; IR 
(ATR): v = 3364, 2974, 1674, 1615, 1550, 1509, 1424, 1366, 1312, 1275, 1257, 1240, 
1221, 1175, 1147, 1113, 1094, 985, 905, 861, 766, 698, 672, 600, 560, 514 cm
-1
; MS (ESI) 
m/z = 376.0 ([M-H]
-








Spojino 8 (0,361 g; 1,22 mmol) natehtamo v bučko in raztopimo v metanolu (20 mL). 
Raztopino prepihamo z argonom in nato dodamo paladij na ogljiku (75 mg) ter takoj 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




vzpostavimo vodikovo atmosfero. Tako pripravljeno reakcijsko zmes mešamo pri sobni 
temperaturi 3 ure. Katalizator odstranimo s presesavanjem in topilo odparimo pod 
zniţanim tlakom. Dobimo produkt 13. 
Analizni rezultati 
Izgled: rjava tekočina; Izkoristek: 91 %; Ttališča: Tekoče pri sobni temperaturi; Rf: 0,43 
(mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.33 (d, 6H, 
J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 3.86 (s, 3H, CH3), 4.07 (d, 2H, CH2, J = 5.6 Hz) 4.86-4.95 (m, 1H, 
OCH(CH3)2), 5.25 (s, 2H, NH2) 7.56 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.76 (d, 1H, J = 1.6 
Hz, ArH), 7.94 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 9.24 (t, 1H, J = 6.0 Hz, CONH) ppm; IR (ATR): 
v = 3346, 1743, 1612, 1572, 1543, 1502, 1437, 1369, 1301, 1205, 1177, 1138, 1111, 1017, 
984, 961, 883, 826, 791, 763, 702, 590 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 264.8 ([M-H]
-
); Mr 









V bučko zatehtamo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,100 g; 0,515 
mmol) in jo na membranski črpalki sušimo 30 minut. Bučko po sušenju opremimo s septo 
in s pomočjo igle previdno dodamo tionil klorid (1,03 mL). Po dodatku tako pripravljeno 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




reakcijsko zmes mešamo 1 uro pri 70 °C. S pomočjo membranske črpalke odstranimo 
tionil klorid. Skozi septo dodamo 9 (0,195 g; 0,515 mmol), brezvodni piridin (1 mL) in 
brezvodni diklorometan (10 mL) ter pustimo reagirati pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo 
odparimo pod zniţanim tlakom in trdni preostanek prelijemo s 5 mL acetonitrila, 
soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. Dobimo 
produkt 14. 
Analizni rezultati 
Izgled: črna amorfna snov; Izkoristek: 38 %; Ttališča: 215,0 - 218,8 °C; Rf: 0,53 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 10/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.36(d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38-1.45 (m, 2H, CH2), 1.78-1.82 (m, 2H, CH2), 2.24 (s, 
3H, CH3), 2.84 (m, 2H, CH2), 3.95-3.97 (m, 3H, CH2, CH), 4.82-4.88 (m, 1H, OCH(CH3)2), 
7.52 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.56 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 8.18 (d, 1H, J = 8.0 Hz, 
ArH), 8.44 (d, 1H, J = 8.4 Hz, CONH), 9.24 (s, 1H, CONH), 12.43 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C 
NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 11.25, 22.29, 28.56, 31.91, 42.90, 47.05, 71.81, 79.10, 
109.08, 110.17, 112.16, 118.45, 119.17, 120.76, 129.95, 130.23, 131.42, 145.66, 154.34, 
156.69, 165.22 ppm; IR (ATR): v = 3365, 3254, 2979, 1697, 1645, 1632, 1598, 1527, 1494, 
1453, 1416, 1377, 1366, 1322, 1262, 1237, 1213, 1169, 1137, 1081, 1042, 989, 969, 942, 920, 
877, 833, 784, 759, 649, 634, 604, 523 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 551.2 ([M-H]
-
); Mr 
(izračunana): 553,48; HR-MS: 551.18367 (izračunana: 551.18335) Elementna sestava: 







Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-





V bučko zatehtamo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,184 g; 0,947 
mmol) in jo na membranski črpalki sušimo 30 minut. Bučko po sušenju opremimo s septo 
in s pomočjo igle previdno dodamo tionil klorid (1,89 mL). Po dodatku tako pripravljeno 
reakcijsko zmes mešamo 1 uro pri 70 °C. S pomočjo membranske črpalke odstranimo 
tionil klorid. Skozi septo dodamo 10 (0,358 g; 0,947 mmol), brezvodni piridin (1,8 mL) in 
brezvodni diklorometan (18 mL) in pustimo reagirati pri sobni T 18ur. Topilo odparimo 
pod zniţanim tlakom ter trdni preostanek prelijemo z 30 mL dietil etra, soniciramo in 
oborino odstranimo s presesavanjem. Produkt je raztopljen v etru. Čiščenje nadaljujemo s 
kolonsko kromatografijo v mobilni fazi etil acetat/petroleter = 1/1,5. Proti koncu čiščenja 
mobilno fazo zamenjamo za etil acetat/petroleter = 1/1. Dobljen produkt kolonske 
kromatografije prelijemo z 10% citronsko kislino (15 mL), 1M HCl (2 x 15 mL), nasičeno 
NaCl (15 mL). Po spiranju organski fazi dodamo sušilno sredstvo NaSO4 in jo 
prefiltriramo ter moţen preostanek topila odparimo pod zniţanim tlakom do konstantne 
teţe in tako dobimo produkt 15. 
 
Analizni rezultati 
Izgled: N/A (Zaradi zapletov pri izvedbi reakcije vzorca nismo uspeli shraniti); 
Izkoristek: 47 %; Ttališča: N/A  (Zaradi zapletov pri izvedbi reakcije vzorca nismo uspeli 
shraniti); Rf: 0,73 (mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ = 1.36 (d, 6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, (CH3)3), 1.36-1.42 (m, 3H, CH2, 
CH), 1.64-1.68 (m, 2H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.68 (m, 2H, CH2), 3.92-3.95 (m, 2H, 
CH2), 4.82-4.88 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.51 (dd, 1H, J = 8.0, 2.0 Hz, ArH), 7.58 (d, 1H, J = 
1.6 Hz, ArH), 8.44 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.47 (d, 1H, J = 6.0 Hz, NH), 9.23 (s, 1H, 
CONH), 12.43 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR: N/A (Zaradi zapletov pri izvedbi reakcije 
vzorca nismo uspeli shraniti); IR (ATR): N/A (Zaradi zapletov pri izvedbi reakcije vzorca 
nismo uspeli shraniti); MS (ESI) m/z = N/A (Zaradi zapletov pri izvedbi reakcije vzorca 
nismo uspeli shraniti); Mr (izračunana): 553,48; Elementna sestava: C26H34Cl2N4O5 
 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-











V bučko zatehtamo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,109 g; 0,562 
mmol) in jo na membranski črpalki sušimo 30 minut. Bučko po sušenju opremimo s septo 
in s pomočjo igle previdno dodamo tionil klorid (1,12 mL). Po dodatku tako pripravljeno 
reakcijsko zmes mešamo 1 uro pri 70 °C. S pomočjo membranske črpalke odstranimo 
tionil klorid. Skozi septo dodamo 11 (0,220 g; 0,562 mmol), brezvodni piridin (1 mL) in 
brezvodni diklorometan (10 mL) in pustimo reagirati pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo 
odparimo pod zniţanim tlakom in trdni preostanek prelijemo s 5 mL acetonitrila, 
soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. Trdni 
preostanek nato prelijemo z mešanico voda/acetonitril = 2/1 (5 mL) in oborino odstranimo 
s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. Dobimo produkt 16. 
Analizni rezultati 
Izgled: črna amorfna snov; Izkoristek: 41 %; Ttališča: 200,1 - 202,2 °C; Rf: 0,44 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 0.99-1.08 (m, 2H, 
CH2), 1.36 (d, 6H, J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.64-1.68 (m, 2H, CH2),  
1.68-1.73 (m, 1H, CH), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.67-2.69 (m, 2H, CH2), 3.16 (t, 2H, J = 6.0 Hz, 
CH2), 3.92-3.95 (m, 2H, CH2), 4.81-4.87 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.51 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 
Hz, ArH), 7.57 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 8.44 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.45-8.46 (m, 1H, 
CONH). 9.23 (s, 1H, CONH), 12.43 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




= 11.25, 22.30, 28.57, 30.10, 36.33, 43.81, 45.08, 71.75, 78.89, 109.07, 110.16, 112.00, 
118.49, 119.18, 120.60, 129.97, 130.22, 131.31, 145.69, 154.37, 156.69, 166.03 ppm; IR 
(ATR): v = 3370, 3253, 2930, 1697, 1643, 1633, 1598, 1529, 1453, 1416, 1378, 1365, 
1348, 1317, 1260, 1217, 1172, 1139, 1089, 1044, 978, 853, 876, 832, 789, 747, 712, 647, 
634, 602, 576, 522, 505 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 565.2 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 567,51; 
HR-MS: 565.19961 (izračunana: 565.19900); Elementna sestava: C27H36Cl2N4O5; 









V bučko zatehtamo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,109 g; 0,562 
mmol) in jo na membranski črpalki sušimo 30 minut. Bučko po sušenju opremimo s septo 
in s pomočjo igle previdno dodamo tionil klorid (1,12 mL). Po dodatku tako pripravljeno 
reakcijsko zmes mešamo 1 uro pri 70 °C. S pomočjo membranske črpalke odstranimo 
tionil klorid. Skozi septo dodamo 12 (0,212 g; 0,562 mmol), brezvodni piridin (1 mL) in 
brezvodni diklorometan (10 mL) in pustimo reagirati pri sobni temperaturi 18 ur. Topilo 
odparimo pod zniţanim tlakom ter trdni preostanek prelijemo s 5 mL acetonitrila, 
soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. Dobimo 
produkt 17. 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-





Izgled: siva amorfna snov; Izkoristek: 27 %; Ttališča: 139,3 - 142,2 °C; Rf: 0,51 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.36 (d, 6H, J = 6.0 
Hz, CH(CH3)2), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.51-1.57 (m, 2H, CH2), 1.73-1.76 (m, 1H, CH), 
1.91 (d, 1H, CH), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.77-2.83 (m, 2H, CH2), 3.78-3.89 (m, 3H, CH2, CH) 
4.83-4.89 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.53 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.57 (s, 1H, ArH), 8.17-
8.18 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH), 8.45 (d, 1H, J = 8.4 Hz, CONH), 9.24 (s, 1H, CONH), 12.43 
(s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR: N/A (Ni dovolj vzorca); IR (ATR): v = 3364, 3257, 2977, 
1699, 1646, 1597, 1526, 1415, 1377, 1365, 1348, 1320, 1262, 1212, 1173, 1143, 1088, 
1044, 1010, 988, 952, 882, 859, 787, 758, 737, 649, 635, 604, 572, 539, 523 cm
-1
; MS 
(ESI) m/z = 551.2 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 553,48; HR-MS: 551.18398 (izračunana: 
551.18335); Elementna sestava: C26H34Cl2N4O5; HPLC: čistost spojine 96.89 % pri 254 
nm, 98.35 % pri 280 nm (tR = 7,2 min) 





V bučko zatehtamo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,175 g; 0,901 
mmol) in jo na membranski črpalki sušimo 30 minut. Bučko po sušenju opremimo s septo 
in s pomočjo igle previdno dodamo tionil klorid (1,80 mL). Po dodatku tako pripravljeno 
reakcijsko zmes mešamo 1 uro pri 70 °C. S pomočjo membranske črpalke odstranimo 
tionil klorid. Skozi septo dodamo 13 (0,240 g; 0,901 mmol), brezvodni piridin (1,65 mL) 
in brezvodni diklorometan (16,5 mL) in pustimo reagirati pri sobni temperaturi 18 ur. 
Topilo odparimo pod zniţanim tlakom ter trdni preostanek prelijemo s 5 mL dietiletra, 
Sebastjan Rozman: Sinteza derivatov N-(2-izopropoksifenil)-pirolamida kot zaviralcev človeške DNA-




soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Suhi preostanek prelijemo s 5 mL 
acetonitrila, soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo 
trikrat. Dobimo produkt 18. 
Analizni rezultati 
Izgled: siva amorfna snov; Izkoristek: 63 %; Ttališča: 211,1 - 214,5 °C; Rf: 0,38 (mobilna 
faza: Ch2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.37 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 2.22-2.26 (s, 3H, OCH3), 3,65-3,69 (s, 3H, CH3), 4.03 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 
NHCH2CO), 4.79-4.89 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.54 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, ArH), 7.61-
7.63(d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 8.48 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.94 (t, 1H, J = 5.6  Hz, 
CONHCH2), 9.24-9.27 (s, 1H, CONHAr), 12.41-12.48 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) δ = 11.24, 22.30, 41.73, 52.20, 71.78, 109.10, 110.23, 111.96, 118.55, 
119.15, 120.78, 128.91, 130.27, 131.68, 145.74, 156.71, 166.36, 170.96 ppm; IR (ATR): v 
= 3357, 3251, 1731, 1645, 1633, 1596, 1525, 1495, 1435, 1415, 1378, 1324, 1265, 1235, 
1214, 1125, 1106, 1089, 1069, 1044, 1030, 1009, 961, 848, 807, 749, 684, 653, 634, 605, 
691, 523 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 442.1 ([M+H]
+
); Mr (izračunana): 442,29; HR-MS: 
442.09110 (izračunana: 442.09310); Elementna sestava: C19H21Cl2N3O5; HPLC: čistost 
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Spojino 14 (0,089 g; 0,161 mmol) raztopimo v dimetilformamidu (6 mL) in nato v 
reakcijsko mešanico dodamo 4M HCl v dioksanu (2 mL) ter mešamo pri temperaturi 55 °C 
18 ur. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in trd preostanek suspendiramo v acetonitrilu 
(4 mL), soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. 
Surov produkt posušimo v sušilniku pri 60 °C. Surov produkt dodatno čistimo s 
prelivanjem z tetrahidrofuranom in tako dobimo končno spojino 19.  
Analizni rezultati 
Izgled: črna amorfna snov; Izkoristek: 22 %; Ttališča: >300 °C; Rf: 0,00 (mobilna faza: 
CH2Cl2/MeOH = 50/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.36 (d, 6H, J = 6.0 Hz, 
CH(CH3)2), 1.75-1.84 (m, 2H, CH2), 1.94-2.01 (m, 2H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 3.00-3.03 
(m, 2H, CH2), 3.30-3.35 (m, 2H, CH2),  4.02-4.08 (m, 1H, CH), 4.84-4.90 (m, 1H, 
OCH(CH3)2), 7.55 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, ArH), 7.60 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 8.43 (d, 
1H, J = 6.4 Hz, ArH), 8.45 (d, 1H, J = 8.4 Hz, CONH), 8.83 (s, 2H, NH2
+
), 9.24 (s, 1H, 
CONH), 12.43 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR: N/A (Ni dovolj vzorca); IR (ATR): v = 3361, 
3248, 2975, 1639, 1597, 1519, 1493, 1417, 1375, 1313, 1258, 1211, 1173, 1110, 1087, 
1045, 995, 976, 882, 783, 756, 732, 631, 605, 521 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 453.1 ([M-H]
-
); 
Mr (izračunana): 454,37; HR-MS: 453.14494 (izračunana: 453.14547); Elementna 
sestava: C21H27Cl2N4O3
+
; HPLC: čistost spojine 97.08 % pri 254 nm, 97.42 % pri 280 nm 




aminijevega klorida (20) 
Reakcijska shema 
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Spojino 15 (0,025 g; 0,045 mmol) raztopimo v dioksanu (4 mL) in nato v reakcijsko 
mešanico dodamo 4M HCl v dioksanu (1 mL) ter mešamo pri sobni temperaturi 24 ur. 
Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in trd preostanek suspendiramo v acetonitrilu (4 
mL), soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. 
Produkt posušimo v sušilniku pri 60 °C. Dobimo končno spojino 20. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumena amorfna snov; Izkoristek: 78 %; Ttališča: 180,0 - 182,9 °C; Rf: 0,18 
(mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.35 (dd, 6H, J 
= 6.0, 2.4 Hz, CH(CH3)2), 1.36-1.42 (m, 3H, CH2, CH), 1.64-1.68 (m, 2H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 
2.68 (m, 2H, CH2), 3.94 (d, 2H, CH2), 4.78-4.87 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.04 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH), 
7.20 (s, 1H, ArH), 8.21 (s, 3H, NH
3+
), 8.45 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 9.20 (s, 1H, CONH), 12.45 (s, 1H, 
NH) ppm; 
13
C NMR: N/A (Ni dovolj vzorca); IR (ATR): v = 3359, 2934, 1541, 1596, 
1532, 1494, 1444, 1414, 1376, 1343, 1263, 1214, 1121, 1108, 1046, 990, 967, 755, 729, 
640, 606, 517 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 453.1 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 454,37; HR-MS: 
453.14469 (izračunana: 453.14547); Elementna sestava: C21H27Cl2N4O3
+
; HPLC: čistost 
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Spojino 16 (0,108 g; 0,190 mmol) raztopimo v dimetilformamidu (4,0 mL) in nato v 
reakcijsko mešanico dodamo 4M HCl v dioksanu (1,5 mL) ter mešamo pri sobni 
temperaturi 24 ur. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in trdni preostanek suspendiramo 
v acetonitrilu (4,0 mL), soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek 
ponovimo trikrat. Surov produkt posušimo v sušilniku pri 60 °C. Suh produkt še enkrat 
suspendiramo v acetonitrilu (4,0 mL) in soniciramo ter oborino odstranimo s 
presesavanjem ter tako dobimo končno spojino 21.  
Analizni rezultati 
Izgled: črna amorfna snov; Izkoristek: 87 %; Ttališča: 199,9 - 203,2 °C; Rf: 0,00 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.37 (d, 6H, J = 6.0 
Hz, CH(CH3)2), 1.40 (m, 2H, CH2), 1.81 (m, 3H, CH2, CH), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.82-2.85 
(m, 2H, CH2), 3.20 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2), 3.26 (d, 2H, J = 12.4 Hz, CH2), 4.83-4.89 (m, 
1H, OCH(CH3)2), 7.54 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, ArH), 7.61 (s, 1H, ArH), 8.45 (d, 1H, J = 
8.8 Hz, ArH), 8.59 (t, 2H, J = 5.6 Hz, NH2
+
), 8.87(s, 1H, CONH), 9.24 (s, 1H, CONH), 
12.44 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 11.25, 22.31, 26.77, 34.20, 
43.26, 44.45, 71.77, 109.08, 110.18, 112.07, 118.49, 119.16, 120.67, 129.81, 130.24, 
131.38, 145.70, 156.69, 166.09 ppm; IR (ATR): v = 3367, 3247, 2927, 1633, 1598, 1519, 
1414, 1377, 1311, 1260, 1211, 1171, 1111, 1089, 1043, 987, 957, 887, 790, 756, 735, 646, 
604, 586 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 467.2 ([M-H]
-
); Mr (izračunana): 468,40; HR-MS: 
467.16072 (izračunana: 467.16112); Elementna sestava: C22H29Cl2N4O3
+
; HPLC: čistost 





klorida  (22) 
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Spojino 17 (0,067 g; 0,121 mmol) raztopimo v dimetilformamidu (4,0 mL) in nato v 
reakcijsko mešanico dodamo 4M HCl v dioksanu (1,5 mL) ter mešamo pri sobni 
temperaturi 24 ur. Topilo odparimo pod zniţanim tlakom in trdni preostanek suspendiramo 
v acetonitrilu (6,0 mL), soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem. Postopek 
ponovimo trikrat.  Surov produkt posušimo v sušilniku pri 60 °C. Suh produkt še enkrat 
suspendiramo v acetonitrilu (4,0 mL), soniciramo in oborino odstranimo s presesavanjem 
ter tako dobimo končno spojino 22.  
Analizni rezultati 
Izgled: temno rjava amorfna snov; Izkoristek: 49 %; Ttališča: >300 °C; Rf: 0,00 (mobilna 
faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.36 (d, 6H, J = 6.0 
Hz, CH(CH3)2), 1.60-1.71 (m, 2H, CH2), 1.89-1.94 (m, 2H, CH2), 2.24 (s, 3H, CH3), 2.89-
2.91 (m, 2H, CH2), 3.14-3.17 (m, 1H, CH), 3.29 (s, 1H, CH), 4.22-4.24 (m, 1H, CH), 4.87-
4.95 (m, 1H, OCH(CH3)2), 7.61 (dd, 1H, J = 8.4, 1.6 Hz, ArH), 7.69 (d, 1H, J = 2.0 Hz, 
ArH), 8.46 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.63 (d, 1H, J = 7.6 Hz, CONH), 8.97 (s, 1H, NH2
+
), 
9.25 (s, 1H, CONH), 9.36 (s, 1H, NH2
+
), 12.44 (s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ = 11.25, 20.54, 22.32, 28.29, 43.36, 43.79, 46.61, 71.86, 109.09, 110.21, 
112.43, 118.42, 119.15, 121.09, 129.29, 130.27, 131.68, 145.65, 156.71, 165.65 ppm; IR 
(ATR): v = 2972, 1659, 1587, 1553, 1517, 1448, 1415, 1358, 1291, 1260, 1207, 1176, 
1116, 1103, 1045, 986, 780, 759, 733, 655, 629, 601, 518 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 453.1 
([M-H]
-
); Mr (izračunana): 454,37; HR-MS: 453.14474 (izračunana: 453.14547); 
Elementna sestava: C21H27Cl2N4O3
+
; HPLC: čistost spojine 97.54 % pri 254 nm, 97.57 % 
pri 280 nm (tR = 5,9 min) 
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Najprej na ledeni kopeli metanol nasitimo z amonijakom. V debelostenski reaktor 
zatehtamo  18 (0,060 g; 0,136 mmol), dodamo magnetno mešalo in dolijemo z 
amonijakom nasičen metanol do 40% volumna reaktorja. Tako pripravljeno reakcijsko 
mešanico dobro zapremo  in mešamo 18 ur na 100 °C. Topilo odparimo pod zniţanim 
tlakom ter trdni preostanek prelijemo s 5 mL acetonitrila, soniciramo in oborino 
odstranimo s presesavanjem. Postopek ponovimo trikrat. Dobimo končni produkt 23. 
Analizni rezultati 
Izgled: rumena amorfna snov; Izkoristek: 62 %; Ttališča: 180,0 - 183,6 °C; Rf: 0,38 
(mobilna faza: CH2Cl2/MeOH = 15/1); 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.38 (d, 6H, 
J = 6.0 Hz, CH(CH3)2), 2.24 (s, 3H, CH3), 3.83 (d, 2H, CH2, J = 6.0 Hz) 4.83-4.89 (m, 1H, 
OCH(CH3)2), 7.05 (s, 1H, NH), 7.39 (s, 1H, NH), 7.55 (d, 1H, J = 9.2 Hz, ArH), 7.63 (d, 
1H, J = 1.2 Hz, ArH), 8.46 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.67 (t, 1H, J = 11.6 Hz, CONH) 9.25 
(s, 1H, NH) ppm; 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 11.25, 22.32, 42.92, 71.76, 109.08, 
110.19, 112.15, 118.46, 119.18, 120.83, 129.51, 130.24, 131.45, 145.65, 156.70, 166.16, 
171.59 ppm; IR (ATR): v = 3384, 3350, 2975, 2361, 1641, 1592, 1546, 1512, 1470, 1439, 
1410, 1390, 1376, 1352, 1315, 1258, 1207, 1180, 1134, 1119, 1088, 1045, 993, 894, 848, 
796, 751, 732, 651, 633, 611, 577, 534 cm
-1
; MS (ESI) m/z = 427.1 ([M+H]
+
); Mr 
(izračunana): 427,28; HR-MS: 427.09339 (izračunana: 427.09344); Elementna sestava: 
C18H20Cl2N4O4; HPLC: čistost spojine 97.00 % pri 254 nm, 96.79 % pri 280 nm  (tR = 5,0 
min) 
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5. Razprava in Rezultati 
V sklopu magistrske naloge smo uspešno sintetizirali serijo spojin, za katere smo iz 
prehodnih raziskav sklepali, da bodo izkazovale dobro zaviralno aktivnost tako na encim 
kot tudi na celične linije. Sinteza spojin je potekala brez večjih teţav. Sintezni postopki  so 
poglobljeno opisani v eksperimentalnem delu, v tem poglavju pa bomo za posamezne 
sintezne stopnje predstavili predpostavljene reakcijske mehanizme in teţave s katerimi smo 
se tekom procesa srečevali. 
5.1. Pregled sinteznih korakov in potencialnih težav.  
5.1.1. Sintezni korak 1: Sinteza metil benzoata (Spojina 1) 
Izhodno spojino, 3-hidroksi-4-nitrobenzojsko kislino smo preko v organski kemiji dobro 
uveljavljene Fischer–Speierjeve estrifikacije pretvorili v spojino 1. Reakcijo smo izvajali  v 
metanolu, kot kisli katalizator pa smo uporabili ţveplovo(VI) kislino. Na ta način smo 
karboksilno skupino pretvorili v metilni ester in tako preprečili njeno neţeleno reaktivnost 
v naslednjem koraku (51). Shematski potek Fischer–Speierjeve estrifikacije je prikazan na 
sliki 17. Sinteza je potekla z relativno visokim izkoristkom (88%). 
 
Slika 17: Shematski prikaz poteka Fischer–Speierjeve estrifikacije 
5.1.2. Sintezni korak 2: Uvedba izoproposki skupine na fenolno 
OH skupino (spojina 2) 
V tem koraku smo na spojino 1 preko Mitsunobujeve reakcije uvedli za delovanje končne 
spojine esencialno izopropoksi skupino in tako dobili spojino 2 (52). Za izvedbo reakcije 
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smo uporabili reagenta dietil azodikarboksilat (DEAD) in trifenilfosfin (Ph3P). Reakcijska 
shema je prikazana na sliki 18. Za čiščenje produkta smo uporabili kolonsko 
kromatografijo. 
 
Slika 18: Shematski prikaz poteka Mitsunobujeve reakcije 
5.1.3. Sintezni korak 3: Hidroliza estra (Spojina 3) 
Tretji korak sinteze je bila hidroliza v sinteznem koraku 1 uvedene esterske skupine. 
Odločili smo se za bazično katalizirano hidrolizo, ki je sprva potekla do nastanka 
resonančno stabiliziranega karboksilatnega iona katerega tvorba je hkrati gonilna sila 
reakcije (53). Ko se je prvi del reakcije zaključil, smo reakcijsko zmes nakisali z 1M HCl, 
ki je protonirala karboksilatni ion do nastanka karboksilne kisline (spojine 3). Sintezna 
shema je prikazana na sliki 19. 
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Slika 19: Shematski prikaz poteka bazično katalizirane hidrolize estra 
5.1.4. Sintezni korak 4: Tvorba amidne vezi s pomočjo 
sklopitvenega reagenta TBTU (Spojine 4, 5, 6, 7 in 8) 
V četrtem koraku smo spojini 3 pripeli različne s terc-butil karbamatno (Boc) zaščitno 
skupino zaščitene amine in v enem primeru metilni ester glicina. Pripenjanje novih 
fragmentov in tvorba amidne vezi je potekala s pomočjo sklopitvenega reagenta TBTU. 
Sintezna shema je prikazana na sliki 20. V tem koraku smo sintetizirali spojine 4, 5, 6 in 7 
s pripetim Boc-zaščitenim aminom in spojino 8 s pripetim metilnim estrom glicina (54). 
 
Slika 20: Shematski prikaz poteka tvorbe amidne vezi s pomočjo sklopitvenega reagenta TBTU 
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Pri sintezi spojin 6 in 7 smo imeli neobičajno nizke izkoristke (37 % za 6 in 31 % za 7). Pri 
pregledu postopka čiščenja produktov smo razvili teorijo, da je uporaba 1M HCl pri ekstrakciji 
ţe delno povzročila njeno odščito. Obe reakciji smo ponovili z modificiranim postopkom 
spiranja, kjer smo namesto 1M HCl izbrali šibkejšo kislino, in sicer 10 % citronsko kislino. 
Ustreznost naše modifikacije so nato potrdili višji izkoristki obeh poznejših reakcij, in sicer za 
spojino 6 se je izkoristek dvignil iz 37 na 66 % ter za spojino 7 iz 31 na 57 %.   
5.1.5. Sintezni korak 5: Redukcija nitro skupine (Spojine 9, 10, 
11, 12, 13) 
Peti korak je predstavljala redukcija nitro skupine. Preko katalitskega hidrogeniranja smo 
nitro skupino reducirali do primarnega amina, ki nam je kasneje sluţil kot dober nukleofil za 
pripenjanje pirol-2-karboksilne kisline preko amidne vezi (55). Sintezna shema je prikazana 
na sliki 21. Zatehta katalizatorja Pd/C je predstavljala 20%  mase izhodne spojine za 
posamezno redukcijo. Reakcije so bile uspešne in so potekle z relativno dobrimi izkoristki. 
 
Slika 21: Shematski prikaz poteka redukcije nitro skupine  
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5.1.6. Sintezni korak 6: Uvedba pirolamidne skupine (Spojine 
14, 15, 16, 17, 18) 
Pirolamidni strukturni del je ključnega pomena za zaviralno delovanje na človeško DNA-
topoizomerazo IIα. Izmed različnih moţnih metod za sintezo amidne vezi iz amina in 
karboksilne kisline smo se v tem primeru odločili za aktivacijo karboksilne kisline v obliki 
kislinskega klorida in tvorbo amidne vezi ob dodatku amina (57). 
Pri reakciji smo uporabili 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino. Pred 
pripenjanjem 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilne kisline smo izvedli njeno 
aktivacijo s pomočjo tionil klorida in tako dobili 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil 
klorid. Sintezna shema je prikazana na sliki 22. Kislinski halogenidi so znatno bolj 
reaktivni kot karboksilnih kislin saj je karbonilna skupina kislinskega halogenida veliko 
bolj elektrofilna, halogenidni ion pa je boljša izstopajoča skupina (56). 
 
Slika 22: Shematski prikaz poteka aktivacije karboksilne kisline do karbonil klorida s 
pomočjo tionil klorida  
Sklapljanje tako pripravljenega kislinskega klorida z amini iz prejšnjega koraka ter 
posledično tvorbo amidne vezi smo izvedli pod bazičnimi pogoji s pomočjo brezvodnega 
piridina (57). Sintezna shema je prikazana na sliki 23.  Brezvodni piridin smo dodali v 2,5-
kratnem preseţku, da je nevtraliziral med reakcijo nastajajočo HCl. 
 
Slika 23: Shematski prikaz poteka reakcije med kislinskim kloridom in aminom. 
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5.1.7. Sintezni korak 7A: Odščita Boc zaščitne skupine (Spojine 
19, 20, 21, 22) 
V zadnjem sinteznem koraku smo spojinam, ki so vsebovale z Boc zaščitno skupino 
zaščitene amine odstranili zaščitno skupino. terc-butiloksikarbonilno skupino smo 
odstranili z njeno izpostavitvijo kislim brezvodnim pogojem. Na ta način smo prišli do 
končnih spojin 19, 20, 21 in 22 v obliki soli s klorovodikovo kislino. Kot stranski produkt 
je nastal terc-butilni kation (58). Sintezna shema odščite je prikazana na sliki 24. 
 
Slika 24: Shematski potek odščite terc-butiloksikarbonilne skupine 
Manjšo modifikacijo sinteznega postopka smo uvedli pri sintezi spojine 19, ker se pri 
prvem poskusu izhodna spojina 14 ni raztopila v 1,4-dioksanu. Modifikacija je obsegala 
zamenjavo 1,4-dioksana (relativna polarnost = 0.164) kot topila za bolj polarni N,N-
dimetilformamid (DMF, relativna polarnost = 0.386). Dodaten ukrep, ki je spodbudil 
boljšo topnost je bil dvig temperature na 55 °C med prvotnim mešanjem reagentov. 
Zamenjavo topila za N,N-dimetilformamid smo izvedli tudi pri sintezah spojin 21 in 22. 
Ker je bil izkoristek reakcij zadovoljiv (od 49 % do 87 %), lahko predlagamo uporabo 
DMF kot topila izbora za ta sintezni korak. 
5.1.8. Sintezni korak 7B: Aminoliza estra (Spojina 23) 
Pri sintezi spojine 23 je zadnji korak obsegal aminolizo estra. Pred izvedbo reakcije smo 
metanol na ledeni kopeli nasitili z amonijakom. Reakcijo smo izvedli v tlačnem reaktorju 
pri temperaturi 100 °C in tako dobili končni produkt 23 z zadovoljivim izkoristkom (62 %) 
(59). Shema aminolize je prikazana na sliki 25. 
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Slika 25: Shematski prikaz poteka aminolize metilnega estra. 
5.2. Rezultati testiranj 
 
5.2.1. Testiranje na encimu 
Končnim spojinam (19, 20, 21, 22 in 23) in trem spojinam s še neodščiteno terc-
butiloksikarbonilno skupino (14, 16 in 17) smo določili njihovo inhibitorno aktivnost na 
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IC50= 37 ± 14 µM 
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Preglednica III: Rezultati inhibitornega delovanja spojin na človeški DNA-topoizomerazi 
IIα, kjer vrstice z zeleno bravo predstavljajo aktivne, vrstice z rdečo pa neaktivne spojine.  
IC50 predstavlja srednjo zaviralno koncentracijo, t.j. koncentracijo zaviralca, ki za 50 % 
zavre aktivnost encima. RA predstavlja rezidualno aktivnost encima pri določeni 
koncentraciji inhibitorja, kjer 100% pomeni, da spojina ne inhibira encima, 0% pa, da je 
inhibicija popolna. 
Nobena izmed testiranih predkončnih spojin (14, 16 in 17) ni izkazovala zaviralnega 
delovanja na encim, kar glede na samo velikost terc-butiloksikarbonilnega strukturnega 
elementa ni presenetljivo, saj se je posledično molekula večja in sta njen vstop in vezava v 
ATP vezavni ţep encima oteţeni. 
Analiza spojine 23 ni prinesla dokončnih rezultatov, saj nam vrednosti IC50, kljub 
večkratnim poskusom, ni uspelo določiti, ker je bila krivulja odvisnosti učinka od 
koncentracije vedno neustrezna. Predvidevamo, da je neuspeh določitve posledica slabe 
topnosti spojine 23. Glede na rezultate merjenja rezidualne aktivnosti bi lahko sklepali, da 
bi IC50 vrednost spojine 23 morala biti nekje okoli 5 µM. 
Preostale končne spojine (19, 20, 21 in 22) so vse izkazovale zaviralno aktivnost na 
encimu v nizkem mikromolarnem območju. Vse končne spojine so izkazovale znatno 
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588,56 IC50= 71 ± 29 µM 
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dobro zaviralno aktivnost sta izkazovali spojini 21 in 22, in sicer 2,9 µM in 1,4 µM, kar ju 
uvršča med najboljše ATP-kompetitivne zaviralce človeške DNA-topoizomeraze II, ki so 
bili sintetizirani do sedaj (39). 
5.2.2. Testiranje na celičnih linijah 
Vse končne spojine smo po postopku opisanem v poglavju 3.4.1. testirali tudi na celični 
liniji raka dojke MCF-7 in celični liniji človeškega hepatocelularnega karcinoma HepG2. 
Rezultati biološkega testiranja so predstavljeni v preglednici V. 
Spojina 
Inhibitorna aktivnost na humano 
topo IIα 
Inhibitorna aktivnost na MCF-7 
celično linijo 
Inhibitorna aktivnost na HepG2 
celično linijo 
19 IC50= 12 ± 6 µM IC50= 6,0 ± 0,5 µM IC50= 5,7 ± 0,1 µM 
20 IC50= 37 ± 14 µM IC50= 4,4 ± 0,5 µM IC50= 5,4 ± 0,1 µM 
21 IC50= 2,9 ± 1,8 µM IC50= 9,2 ± 0,9 µM IC50= 9,3 ± 0,3 µM 
22 IC50= 1,4 ± 0,5 µM IC50= 4,2 ± 0,1 µM IC50= 1,5 ± 0,4 µM 
23 
RA pri 4 µM = 47 % 
RA pri 0,4 µM = 92 % Spojina ni bila testirana Spojina je neaktivna pri 50 µM 
Etopozid IC50= 71 ± 29 µM IC50= 25 µM IC50= 20 µM 
 
Preglednica IV: Rezultati testiranja na celičnih linijah MCF-7 in HepG2. Vrstice z zeleno 
bravo predstavljajo aktivne, vrstice z rdečo pa neaktivne spojine 
Z izjemo spojine 23 so rezultati biološkega testiranja zelo dobri, saj naše spojine izkazujejo 
odlično zaviralno aktivnost na celice v primerjavi s prejšnjimi pirolamidnimi zaviralci (44). 
Tudi v primerjavi z etopozidom (TCI, Tokyo, Japonska), katerega zaviralna aktivnost na 
celično linijo MCF-7 je IC50 = 25 µM in na celično linijo HepG2 IC50 = 20 µM so rezultati 
naših spojin zelo obetavni. 
Naše sintetizirane spojine, katerih splošna struktura je predstavljena v poglavju 2.2., z 
izopropoksi substituiranim benzenskim skeletom, pirolamidnim strukturnim elementom 
kot analogom adeninskega dela molekule ATP ter bazičnim centrom so se izkazale kot 
zelo dobri zaviralci človeške DNA-topoizomeraze II z zelo dobrim zaviralnim delovanjem 
na rakave celične linije MCF-7 in HepG2. 
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Ker je delovanje naših spojin na celične linije tako dobro se zastavlja vprašanje, ali je 
primarni mehanizem njihove citotoksičnosti res samo inhibicija človeške DNA-
topoizomeraze IIα ali spojine delujejo še po kakšnem komplementarnem mehanizmu 
zaviranja celične proliferacije. To je še zlasti očitno pri spojini 20, kjer je za inhibicijo 
proliferacije celic potrebna kar sedemkrat niţja koncentracija učinkovine kot za inhibicijo 
v encimskem testu. O podobni zgodbi bi lahko v manjši meri sklepali tudi pri spojini 19, 
kjer je faktor razlike med celično in encimsko inhibicijo enak 2 v prid zaviralnemu 
delovanju na celične linije. 
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V sklopu magistrske naloge smo na osnovi predhodnega dela in spoznanj raziskovalcev s 
Katedre za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani sintetizirali ter 
fizikalno-kemijsko in biološko ovrednotili serijo novih ATP kompetativnih zaviralcev 
človeške DNA-topoizomeraze IIα. Paralelno smo izvedli sintezo petih različnih derivatov 
N-(2-izopropoksifenil)pirolamida, vsaka sintezna pot pa je obsegala pet sinteznih stopenj.  
Vsem končnim ter trem z Boc-zaščitno skupino zaščitenim predkončnim spojinam smo 
določili zaviralno delovanje na človeško DNA-topoizomerazo IIα. Najbolj aktivna je bila 
spojina 22 s srednjo zaviralno koncentracijo 1,4 µM. Inhibitorno delovanje najbolj aktivnih 
spojin smo v nadaljevanju preizkusili še na celičnih linijah MCF-7 in HepG2. Na obeh 
celična linijah je bila prav tako najbolj aktivna spojina 22, ki je imel srednjo zaviralno 
koncentracijo 4,2 µM na celični liniji MCF-7 in 1,5 µM na celični liniji HepG2. Štiri od 
petih biološko testiranih spojin so izkazovale zelo dobro srednjo zaviralno koncentracijo na 
celičnih linijah, ki se je gibala med 1,5 µM in 9,2 µM. 
Skozi dobre rezultate v naši magistrski nalogi sintetiziranih spojin smo potrdili 
pomembnost pirolamidnega fragmenta vezanega na 2-izopropoksi substituiran benzenski 
skelet kot najmanjšega strukturnega motiva, ki omogoča dobro ATP kompetitivno 
inhibicijo človeške DNA-topoizomeraze IIα. Dodatno smo skozi vse 4 aktivne končne 
spojine dokazali, da je prisotnost bazičnega centra vezanega v obliki amidopiperidinskega 
strukturnega elementa esencialna za dobro citotoksično delovanje inhibitorjev.  
Nadaljnje raziskave bi bilo smiselno usmeriti k optimizaciji aktivnosti spojin na tarčo z 
uvedbo skupin, ki bi tvorile dodatne interakcije z aminokislinskimi ostanki v aktivnem 
mestu encima, ali z izboljšanjem fizikalno-kemijskih lastnosti naših končnih spojin, npr. z 
zniţanjem njihove molekulske mase in/ali lipofilnosti. 
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